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En este trabajo se plantea un proceso para solubilización de fósforo a partir de una roca fosfórica 
empleando el ácido producido por la bacteria acidófila Acidithiobacillus thiooxidans. Inicialmente 
se realizó una caracterización mineralógica y química de la roca fosfórica que iba a ser acidulada 
por medio de las técnicas de DRX (difracción de rayos X), FTIR (Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy) y FRX (Fluorescencia de rayos X) para determinar los principales componentes del 
material. A partir de esta caracterización se determinó que la roca fosfórica estaba compuesta 
principalmente por las fases fluorapatita (58.3%), calcita (21.3%) y cuarzo (19.9%). A partir de la 
caracterización química usando FRX, se determinó que la roca fosfórica tenía un 1.1% de flúor, lo 
que podría ser un inconveniente para le crecimiento de la bacteria. Además, se pudo establecer que 
el criterio empleado para el procesamiento industrial CaO/P2O5 < 1.6 excedía los límites aceptados 
para acidular la roca con ácido sulfúrico, indicando que el proceso convencional de solubilización 
no era económicamente viable para el presente material. Ya que la roca fosfórica contaba con 
diferentes componentes que podrían hacer inviable el cultivo de A. thiooxidans, se plantearon dos 
esquemas de solubilización: un paso y dos pasos, y se determinó cuál de los dos era más adecuado 
para el proceso de solubilización. Se encontró que el proceso a un paso no era viable ya que no fue 
evidente el crecimiento de microorganismo ni la consecuente producción de ácido. Por otro lado, el 
proceso a dos pasos fue el seleccionado al lograr solubilizar el 100% de P y eliminar la calcita y la 
fluorapatita. Se determinó además la concentración óptima de azufre elemental a emplear, 
encontrando que al ensayar concentraciones de 1, 2, 3, 4 y 5% S0, la concentración de 4%S0 fue la 
más adecuada, ya que permitió a la bacteria producir mayor concentración de sulfatos con la menor 
cantidad de sustrato, llegando a valores de sulfatos de 70000 ppm. Con estas dos condiciones 
determinadas se llevó a cabo la solubilización de cuatro concentraciones de roca fosfórica (10, 15, 
20 y 25%), empleando como ácido el sustrato producido por A. thiooxidans, después de 17, 23 y 29 
días de crecimiento. Se encontró que a menor concentración de roca fosfórica y mayor tiempo de 
crecimiento hay mayor concentración de P solubilizado, las fases calcita y fluorapatita 
desaparecen, y el yeso pasa a ser la fase predominante. La mejor configuración fue la de 10% de 
roca fosfórica a 23 días de crecimiento, alcanzando 93% de P solubilizado. Para complementar este 
estudio se propuso un modelo cinético de la oxidación de azufre elemental por A. thiooxidans a 
partir de células libres y sulfatos producidos, consiguiendo hacer estimaciones dentro del 10% de 
error de la cantidad de sulfatos producidos y la población bacteriana, lo que podría ser de interés en 
el proceso de solubilización de P. 
 
Palabras clave: Acidithiobacillus thiooxidans, Ácido sulfúrico, Fósforo, Modelo cinético, Roca 
fosfórica. 
 






This paper proposes the solubilization of phosphorous from phosphate rock using sulfuric acid 
produced by acidophilic bacteria Acidithiobacillus thiooxidans. First, the phosphate rock was 
characterized to determinate the main mineral phases and chemical composition, using XRD (X 
Ray Diffraction), FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy) and XRF (X Ray Fluorescence). 
The phosphate rock is composed by fluorapatite (58.3%), calcite (21.3%) and quartz (19.9%), and 
the FRX results showed it is composed by 1.1% fluorine, which can be an impediment for bacterial 
growth, also the criteria used in industrial processing CaO/P2O5 < 1.6 was exceeded, suggesting 
that the conventional process using sulfuric acid isn’t economically viable. Because the phosphate 
rock had multiple components that make it unsuitable for A. thiooxidans’s growth, a one-step 
process and two-step process were evaluated to determinate which one were the most adequate for 
phosphate rock acidulation. It was found out that one-step process was no viable because neither 
bacterial growth nor acid production was evident. Then, two-step process was selected as it could 
solubilize 100% of P, dissolved fluorapatite and calcite. In addition, the optimum sulfur 
concentration was establish between 1, 2, 3, 4 and 5% S0, where 4%S0 is the most adequate as it 
allows the highest sulfate production using the lowest amount of substrate. After both process 
conditions were establish, the solubilization of four rock phosphate concentration (10, 15, 20 and 
25% (w/v)) were carried out, using the acid produced by A. thiooxidans after 17, 23 and 29 days of 
growing. The results showed that the lower the phosphate rock concentration and the longer the 
growing time, the phosphorous solubilized was higher, fluorapatite and calcite disappeared and 
gypsum became the predominant mineral phase. The best configuration was 10% of phosphate 
rock during 23 days of bacterial growth, reaching 93% of P solubilized. To complement this study, 
it was establish a kinetic model for the oxidation of sulfur particles by A. thiooxidans, using free 
cells and sulfate production, being able to make predictions within the 10% of error for the amount 
of sulfate production and the bacteria population, which can be useful in the process of P 
solubilization 
Keywords: Acidithiobacillus thiooxidans, Kinetic model, Phosphate rock, Phosphorous, Sulfuric 
acid. 
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El P está involucrado en muchas funciones vitales del crecimiento, donde la función más esencial 
es el almacenamiento y transferencia de energía a través de las moléculas ATP y ADP. Como 
resultado, la deficiencia de P está asociada con crecimiento y desarrollo restringido. El P es un 
elemento esencial en el ADN y ARN, moléculas que contienen el código genético de la planta para 
producir proteínas y otros compuestos esenciales para la estructura de la planta, el rendimiento de 
la semilla y la transferencia genética. Los fosfolípidos, fosfoproteínas, coenzimas y los nucleótidos 
son componentes estructurales importantes de las membranas, por lo tanto el P es fundamental para 
un crecimiento activo y un desarrollo adecuado de las partes reproductivas, como frutos, semillas, 
etc. Cantidades adecuadas de P se asocian con el incremento en el crecimiento de las raíces, lo que 
incentiva la exploración a suelos con más nutrientes. El P también mejora la maduración de los 
cultivos, en especial para cultivos de granos, y reduce el tiempo requerido para la cosecha (Havlin, 
2005).  
 
El fósforo es un recurso finito y no renovable (Scholz, Ulrich, Eilittä, & Roy, 2013), ya que al 
contrario de otros macronutrientes como el nitrógeno, debe reponerse constantemente de una 
fuente externa. El fósforo en la agricultura proviene de fuentes no renovables, principalmente de la 
roca fosfórica (Van Vuuren, Bouwman, & Beusen, 2010). La carga que impone la agricultura para 
el ciclo natural del fósforo es muy alta, ya que es constantemente retirado sin permitir que vuelva 
al suelo, por lo que ningún suelo está en capacidad de mantener los niveles de producción que se 
espera sin una adición exógena de fósforo inorgánico. Los suelos utilizados para la agricultura y 
ganadería deben ser suplementados para satisfacer las necesidades nutricionales de las plantas y  
mantener rendimientos altos en los cultivos (Sanyal & Datta, 1991). Dado que la producción de P 
se basa en recursos no renovables, el alto consumo lleva eventualmente al agotamiento de los 
recursos de P de alto grado (Van Vuuren et al., 2010). En la industria de los fosfatos hay una 
tendencia global para mejorar las tasas de recuperación, la minería y el beneficio de las rocas 
fosfóricas de bajo grado, lo cual permitiría que un mayor volumen de roca fuera considerado 
comercialmente explotable (Dawson & Hilton, 2011). Ya que no existen sustitutos para el fósforo 
como nutriente en las plantas y la roca fosfórica es un recurso no renovable, el agotamiento parcial 
de las fuente de fósforo puede llegar a ser relevante para la sostenibilidad de la agricultura a nivel 
mundial (Van Vuuren et al., 2010).  
 
La fuente de mineral fosfatado en la roca fosfórica es la apatita, un fosfato de calcio insoluble con 
fórmula general Ca5(PO4)3(F-, OH-, Cl-) (Bhatti & Yawar, 2010). El fósforo en esta forma es poco 
soluble en el suelo y su absorción por parte de las plantas es compleja y poco eficiente, así que los 
cultivos se deben suplementar frecuentemente y con tiempos de absorción muy largos para 
complementar las insuficiencias del suelo y para satisfacer las necesidades de la planta. Debido a 
esto, la cantidad total de P en el suelo tiene poca o nula relación con el P disponible para las 
plantas. Esto conlleva a un alto consumo de roca fosfórica y por lo tanto una alta demanda de un 
material no renovable y necesario para la agricultura. Para afrontar este problema se han planteado 




diversos métodos que permitan solubilizar el fósforo de la roca fosfórica, siendo el más utilizado 
para la producción de abonos la acidulación con ácido sulfúrico, obteniendo fósforo en forma de 
ácido fosfórico o fosfatos solubles parcialmente acidulados. En el proceso en húmedo para 
producir ácido fosfórico a partir de ácido sulfúrico, el principal requerimiento energético es el 
proceso de producción del ácido sulfúrico (Dawson & Hilton, 2011). Debido a esto sólo es 
económicamente viable acidular las rocas fosfóricas de alto grado, de lo contrario el consumo de 
ácido sería demasiado alto y por lo tanto los costos también lo serían. El método de acidulación de 
roca fosfórica con ácido sulfúrico es eficiente pero debe tenerse en cuenta que es altamente 
contaminante y debido al precio de los químicos empleados, resulta en un fertilizante de un alto 
costo (Dawson & Hilton, 2011; Oliveira Mendes et al., 2014). 
 
Un limitante común a la mayor parte del territorio colombiano es la baja fertilidad que presentan 
sus suelos, la cual se manifiesta en condiciones de alta acidez, alto contenido de Al intercambiable, 
bajo contenido de elementos nutricionales para las plantas como P, K, Ca y Mg (Jaramillo, 2011). 
Más del 85% del área de Colombia está constituida por suelos ácidos (Jaramillo, 2011). Los suelos 
ácidos fijan dos veces más P por unidad de área de suelo que los suelos neutrales o calcáreos y el P 
adsorbido es retenido con cinco veces con más energía de enlace en suelos ácidos que en calcáreos. 
Esto es debido a la alta actividad de Fe y Al, que lleva al acomplejamiento de P inorgánico, 
precipitándose como minerales secundarios de Al/Fe-P o adsorbido a las superficies de óxidos de 
Fe/Al y arcillas, dificultando la asimilación por parte de la planta. Para mantener un nivel adecuado 
de P en solución en suelos con alta capacidad de fijación, es necesario adicionar mayores 
cantidades de fertilizantes de P (Havlin, 2005). Es por esto que para asegurar la producción 
demandada los suelos deben ser suplementados frecuentemente, generando un mayor costo para 
los agricultores. Colombia tiene un importante potencial agrícola de alrededor de 4 millones de 
hectáreas cultivables, pero la producción colombiana de roca fosfórica no alcanza a satisfacer la 
demanda interna, así que se importa anualmente un gran volumen de compuestos de fósforo 
(Union Temporal GI. Georecursos, 2005), pese a contar con importantes yacimientos de roca 
fosfórica en los departamentos del Huila, Boyacá y Santander, con un estimado total cercano a los 
366,78 millones de toneladas año (Gobernación del Huila- Secretaría de agricultura y minería & 
Zeolitas AFL LTDA, 2008). Se estima que en Colombia gran parte de las reservas de roca 
fosfórica no son consideradas de explotación debido a su bajo tenor, baja reactividad y al alto costo 
que significa acidular la roca fosfórica localmente (Gobernación del Huila- Secretaría de 
agricultura y minería & Zeolitas AFL LTDA, 2008). 
 
Como una alternativa al uso de ácido sulfúrico y ácido fosfórico en la producción de fertilizantes, 
los microorganismos pueden ser considerandos como una fuente de agentes solubilizadores para 
fosfatos insolubles (Xiao, Chi, & Fang, 2013). Un amplio número de estudios describe el uso de 
microorganismos del suelo solubilizadores de fósforo. En la mayoría de los casos estos hongos y 
bacterias heterótrofas se inoculan in situ y facilitan la asimilación del fósforo del suelo por parte de 
las plantas. Los mecanismos empleados son la producción de ácidos orgánicos de bajo peso 
molecular, la biosíntesis de enzimas (fosfatasas y fitasas) y la excreción de H+ (Bhatti & Yawar, 
2010; Ghosh & Banik, 1998; Kaur & Sudhakara Reddy, 2014; Oliveira Mendes et al., 2014; 
Reddy, Kumar, Babita, & Reddy, 2002). Por otro lado, el uso de microorganismos acidófilos 
permite llevar a cabo procesos equivalentes a los que se utilizan convencionalmente para acidular 
roca fosfórica con ácido sulfúrico. Estos microorganismos oxidan S0, compuestos de S y Fe 
reducidos, y sulfuros de hierro para producir ácido sulfúrico y sulfatos metálicos solubles, creando 
un ambiente ácido adecuado para la lixiviación, en particular para la solubilización química de la 
roca fosfórica. Este tipo de procesos son económicos y tienen un menor impacto ambiental en 
comparación con los procesos químicos convencionales (Bitton, 2002). Al emplear ácido de menor 
costo se reducirían los costos de acidular rocas fosfóricas de bajo grado, lo que permitirá 
aprovechar recursos y aumentar las reservas estimadas del material (Van Vuuren et al., 2010).  




Acorde a lo anterior y dando continuidad a la línea de investigación en Biomineralogía y 
Biohidrometalurgia del grupo de investigación GMAB (Grupo de Biomineralogía Aplicada y 
Bioprocesos), el objetivo general de esta investigación fue estudiar el proceso de acidulación de 
roca fosfórica cuando se emplea la bacteria acidófila Acidithiobacillus thiooxidans.  
 
Varios factores deben tenerse en consideración al llevar a cabo un proceso de acidulación de roca 
fosfórica empleando la bacteria A. thiooxidans. El primero son las características minerales del 
material a emplear, ya que cada roca fosfórica es diferente y dependiendo del deposito y la 
solubilidad del material, pueden cambiar las características químicas y mineralógicas del mineral 
de fosfato (Chien & Menon, 1995). En segundo lugar, es de gran importancia el esquema del 
proceso a emplear, ya que a partir de estudios como los de Bhatti & Yawar (2010) y Maochun 
et al. (2002), no es clara la viabilidad del microorganismo al entrar en contacto con la roca 
fosfórica, por lo que se debe estudiar si el proceso se puede realizar en un paso o deben separarse 
los procesos biológico y el químico, usando un diseño en dos pasos. Por último, a partir de los 
estudios reportados se ha encontrado que en procesos de solubilización de roca fosfórica 
empleando bacterias acidófilas no suelen usarse altas concentraciones de material ni se alcanzan 
eficiencias altas de solubilización (Avdalović et al., 2015; R. Chi, Xiao, & Gao, 2006; Priha et al., 
2014). Debido a esto deberá definirse la capacidad oxidativa de A. thiooxidans y la eficiencia en la 
producción de sulfatos. A partir de esto, los objetivos específicos que se plantean para alcanzar el 
objetivo general son: 
 
§ Definir la mineralogía antes y después de un proceso bioacidulación de roca fosfórica. 
§ Evaluar la solubilización de fósforo y la viabilidad de A. thiooxidans ante diferentes esquemas 
de adición de la roca fosfórica. 
§ Estudiar el efecto de la concentración de roca fosfórica sobre un proceso de bioacidulación de 
roca fosfórica. 
§ Estudiar el efecto del tiempo para la generación de ácido, como precursor para un proceso de 
bioacidulación de roca fosfórica. 
§ Proponer y evaluar un modelo cinético del crecimiento de A. thiooxidans en azufre elemental 





















1. Marco teórico 
1.1. El fósforo en el suelo 
El fósforo es un macronutriente fundamental para el desarrollo de todos los seres vivos, ya que a 
partir de él se desarrollan estructuras como las proteínas, los ácidos nucleicos, las membranas 
celulares y otras macromoléculas como el ATP (Adenosín Trifosfato), necesarias en el 
metabolismo. La función más esencial del P es el almacenamiento y transferencia de energía. El 
adenosín difosfato (ADP) y el adenosín trifosfato (ATP) funcionan como la “moneda energética” 
de la célula. Cuando el H2PO4- terminal del ADP o del ATP es separado, una gran cantidad de 
energía química (12000 cal/mol) es liberada para ser aprovechada por la célula. La deficiencia de P 
está asociada con crecimiento y desarrollo limitado. El P es un elemento esencial del ADN (ácido 
desoxirribonucleico) y ARN (ácido ribonucleico), los cuales portan el contenido genético de la 
planta para producir proteínas y otros compuestos esenciales para la estructura de la planta, el 
rendimiento de la semilla y la transferencia genética. También los fosfolípidos, fosfoproteínas, 
coenzimas y nucleótidos son componentes estructurales importantes de la membrana. Por lo tanto 
el P es esencial para el crecimiento y el desarrollo de las frutas, semillas y otras partes 
reproductivas de la planta. Además, un suministro adecuado de P está asociado con el incremento 
del crecimiento de las raíces, la promoción de la madurez del cultivo y particularmente en cultivos 
de granos, la reducción del tiempo requerido para la cosecha (Havlin, 2005). Los suelos usados 
para agricultura deben ser suplementados constantemente con P inorgánico proveniente de fuentes 
minerales para asegurar los rendimientos deseados y compensar el constante consumo por parte de 
los cultivos y la ganadería (Chien & Menon, 1995; Scholz et al., 2013).  
 
El P puede estar presente en el suelo en forma de P orgánico o inorgánico. El P orgánico se origina 
de residuos de plantas y animales, y puede ser transformado a P inorgánico por medio 
microorganismos en un proceso denominado mineralización; por lo tanto el P inorgánico en 
solución puede deberse al P orgánico que es mineralizado o el P inorgánico agregado al suelo. El P 
es absorbido por las plantas principalmente en las formas de H2PO4- y HPO42-. La clase de ión 
fosfato presente en la solución del suelo depende del pH del suelo, por lo que a pH de 7.2 se 
encuentra que H2PO4- ≈ HPO42-, por debajo de este pH se tiene que H2PO4- > HPO42- y por encima 
de 7.2  el H2PO4- < HPO42-. El consumo de HPO42- es mucho más lento que el de H2PO4- (Havlin, 
2005). La retención (o fijación) del P que no es inmediatamente adsorbido por las raíces de las 
plantas depende de factores como: el pH, el contenido de Fe y Al y los minerales de arcilla, siendo 
el pH del suelo el factor más importante. En suelos ácidos el P inorgánico puede precipitarse como 
minerales secundarios de Al/Fe-P (P no lábil) o puede ser adsorbido por la superficie de óxidos de 
Fe/Al y arcillas (P lábil). El fósforo se aprovecha en mayor medida en suelos con pH neutros, 
como muestra la figura 1-1, ya que al reducir la actividad de Fe y Al disminuye la 
adsorción/precipitación de P y aumenta el P en solución. En suelos con pH por encima de 7, el 
fósforo inorgánico puede precipitarse como minerales secundarios de Ca-P y Mg-P y/o ser 
adsorbido a las superficies de minerales de las arcillas y CaCO3 (Havlin, 2005; Instituto 




Colombiano Agropecuario, 1978; Sanyal & Datta, 1991).  
 




A concentraciones bajas de P en solución, cuando la capacidad de adsorción no ha sido saturada, 
dominan las reacciones de adsorción, mientras que las reacciones de precipitación ocurren cuando 
el P en solución excede el producto de solubilidad del mineral fosfatado en particular. Ambas 
reacciones ocurren inmediatamente después de agregar un fertilizante. Las reacciones de adsorción 
pueden ser descritas por las ecuaciones de Freundlich y Langmuir, que ayudan a entender la 
relación entre la cantidad de P adsorbido y el porcentaje de P en solución (Havlin, 2005). El P 
inorgánico lábil (inestable, que puede llegar a ser aprovechado) está representado como el H2PO4- 
y/o HPO42-, los cuales pueden ser adsorbidos a las superficies minerales. En suelos ácidos, óxidos 
de Al y Fe e hidróxidos son los que están principalmente relacionados con la adsorción de P. 
Debido a la solución ácida de este tipo de suelos, la superficie de los minerales tiene una carga neta 
(+) la cual atrae los aniones de H2PO4-. Los iones de P se adsorben a la superficie de los óxidos de 
Al/Fe al interactuar con lo grupos OH- de la superficie del mineral. Cuando H2PO4- está enlazado 
por medio de un enlace Al-O-P, el H2PO4- es considerado lábil y puede ser desorbido de la 
superficie del mineral a la solución del suelo. Cuando dos enlaces entre Al-O y H2PO4- se dan, un 
anillo estable se forma, por lo que la desorción es más difícil y es considerado que el H2PO4- es no 
lábil. En los suelos ácidos, también ocurren reacciones de adsorción con los bordes fracturados de 
las arcillas. El P es adsorbido en mayor medida por arcillas 1:1 (por ejemplo la caolinita) que por 
arcillas 2:1 (por ejemplo la montmorillonita) debido a la mayor cantidad de óxidos de Al/Fe 
asociados con la caolinita. La caolinita tiene un mayor número de grupos OH expuestos en la capa 
de Al que puede ser intercambiado con P, además esta desarrolla cargas en los bordes que pueden 
adsorber P. En otras palabras, la mayor área superficial expuesta en un tipo dado de arcilla va a 
llevar a la mayor adsorción de P. En los suelos calcáreos, el P se adsorbe a la superficie de CaCO3, 
pero gran parte de esta adsorción es debida a impurezas de óxidos de Fe (Havlin, 2005). 
 
Como se mencionó anteriormente la precipitación de los minerales Al-P en los suelos ácidos y de 
Ca-P en suelos neutros y calcáreos ocurre a concentraciones altas de P, a diferencia de las de 
adsorción. Por ejemplo, el fosfato monocálcico (Ca(H2PO4)2) es un fertilizante de P muy soluble en 
suelos. Al disolverse en el suelo la concentración de H2PO4- es muy alta en comparación con la 
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concentración soportada por los minerales de P nativos. En suelos ácidos el H2PO4- proveniente de 
los fertilizantes reacciona con el Al+3 y el Fe+3 en solución para precipitarse en forma de AlPO4 y 
FePO4 (no lábil). Así, después de que el fosfato monocálcico es aplicado, se llevan a cabo 
reacciones que disminuyen la elevada concentración de H2PO4-, por medio de la precipitación de 
minerales insolubles de P. Estas reacciones no pueden controlarse (Havlin, 2005). 
 
Los suelos ácidos fijan dos veces más P por unidad de área de suelo que los suelos neutrales o 
calcáreos. El P adsorbido es retenido con cinco veces más energía de enlace en suelos ácidos que 
en calcáreos. Para mantener un nivel de P en solución en suelos con alta capacidad de fijación es 
necesario adicionar mayores cantidades de fertilizantes de P. Al incrementar el pH del suelo se 
reduce la adsorción/precipitación de P y se incrementa el P en solución (Havlin, 2005). 
1.2. Roca fosfórica 
La roca fosfórica es ampliamente usada como un suplemento de P para la agricultura. “Roca 
fosfórica” es un término impreciso que se le da tanto la roca sin procesar como a los concentrados 
procesados. La producción global de este material alcanza los 160 millones de toneladas, de los 
cuales el 72% corresponde a los depósitos ubicados en Marruecos, China, EE UU y Rusia (Van 
Kauwenbergh, 2010). Los depósitos con mayor tenor están ubicados en África, alcanzando 
contenidos de P2O5 de hasta 35% (Zapata & Roy, 2007). Existen dos tipos de depósitos de roca 
fosfórica: ígneos y sedimentarios. Más del 80% de la producción total de roca fosfórica proviene 
de depósitos sedimentarios, ya que los depósitos ígneos son de baja concentración (menos de 5% 
de P2O5) y poco reactivos (Van Kauwenbergh, 2010; Zapata & Roy, 2007). La mayoría de los 
depósitos sedimentarios contienen francolita, una fluorapatita rica en carbonatos (Zapata & Roy, 
2007). Particularmente la roca fosfórica en Colombia proviene de depósitos sedimentarios de 
origen marino ubicados principalmente en tres departamentos de la Cordillera Oriental: Norte de 
Santander, Boyacá y Huila (Union Temporal GI. Georecursos, 2005). Las reservas locales se 
estiman en 367 millones de toneladas, con una concentración de P2O5 promedio de 21% (Van 
Kauwenbergh, 2010). 
 
La fuente de mineral fosfatado en la roca fosfórica es la apatita, un fosfato de calcio insoluble con 
fórmula general Ca5(PO4)3(F-, OH-, Cl-). Cuando F- es ión predominante se le denomina 
fluorapatita, cuando es el OH. se denomina hidroxiapatita y cuando el Cl- es el predominante se 
denomina cloroapatita. Los aniones F-, Cl- y OH- pueden sustituirse entre si formando un isomorfo 
complejo. Además de la apatita, los depósitos de roca fosfórica tienen minerales accesorios e 
impurezas como el cuarzo, micas, arcillas y diferentes carbonatos como la calcita, la vaterita, la 
dolomita y la ankerita, que pueden tener un efecto negativo en la eficiencia de la roca fosfórica 
(Zapata & Roy, 2007). Cada roca fosfórica es diferente por lo que dependiendo del depósito y la 
solubilidad del material dependerán las características químicas y mineralógicas del fosfato (Chien 
& Menon, 1995).  
 
Las características mineralógicas, químicas y texturales de los minerales de fosfatos determinan su 
conveniencia para los diversos tipos de proceso de beneficio, su adecuación a los tipos de 
procesamiento químico y su capacidad para ser utilizada para la aplicación directa. Los factores 
más importantes son el tenor (contenido de fosfato (P2O5) en forma de apatita), la conveniencia 
para el beneficio y la reactividad de la apatita. Una baja sustitución de fosfato por carbonato en la 
estructura de la apatita, un bajo contenido de carbonato de calcio como mineral accesorio y un 
tamaño de partícula fino (<0.15 mm) aumentan la reactividad de la roca y su efectividad 
agronómica. Los factores tales como carbonatos libres, hierro, aluminio, magnesio y cloruros son 
importantes para la conversión química de las rocas fosfóricas en fertilizantes, pero los mismos a 




menudo no tienen utilidad cuando la roca va a ser utilizada para aplicación directa (Zapata & Roy, 
2007). La legislación actual sobre roca fosfórica parcialmente acidulada considera solamente la 
calidad de la roca, es decir su contenido de fósforo (P2O5) total, la distribución de tamaño de 
partículas y su solubilidad (Zapata & Roy, 2007).  
 
Las rocas fosfóricas son insolubles en agua por lo que no siempre pueden ser empleadas en forma 
directa en suelos neutros o básicos. En suelos ácidos suele aplicarse roca fosfórica finamente 
molida, siempre y cuando la roca tenga altos porcentajes de P disponible, ya que el P2O5 se 
solubiliza lentamente en meses o años de acuerdo al pH del suelo (Havlin, 2005). Muchos países 
no clasifican la roca fosfórica de aplicación directa como fertilizante ya que es considerado un 
desperdicio del material (Zapata & Roy, 2007). Incluso a condiciones óptimas, los rendimientos 
obtenidos con roca fosfórica sin tratar son más bajos que los que se obtienen con fertilizantes de 
fósforo soluble (Reddy et al., 2002). También se debe considerar el hecho de que gran cantidad de 
la roca fosfórica es de bajo grado debido a la presencia de altos porcentajes de carbonatos (mayor 
al 8%) (Zafar, Anwar, & Pritchard, 1995a), lo que dificulta la accesibilidad del fósforo, por lo que 
no es ideal que sea usada directamente como fertilizante. Con el fin de solucionar esto se plantean 
diferentes métodos para primero eliminar las impurezas de la roca fosfórica, y posteriormente 
utilizar el material en la producción de fertilizantes. El método tradicional y más usado consiste en 
acidular la roca fosfórica con ácido sulfúrico o ácido fosfórico (Rajan & Watkinson, 1992). Otras 
alternativas pueden ser la calcinación, flotación, trituración, cribado y secado (Zafar et al., 1995a). 
Por último, es también posible mezclar la roca fosfórica con fertilizantes de fósforo solubles (Aria 
et al., 2010). Todos los métodos tienen el objetivo de disminuir las impurezas (minerales 
accesorios o de ganga) y permitir que el fósforo presente sea más accesible, logrando mayor 
solubilidad en el suelo.  
1.3. Solubilización de roca fosfórica 
1.3.1. Métodos físicos 
Los métodos físicos como calcinación y flotación han sido utilizados frecuentemente para reducir 
la cantidad de minerales accesorios presentes en la roca fosfórica. En muchos casos los procesos 
físicos son el primer paso en el proceso de beneficio antes de llevar a cabo el proceso de 
acidulación, pero a medida que disminuye el tenor de la roca fosfórica se dificulta su separación 
por métodos físicos. 
La flotación es un método muy utilizado en el enriquecimiento de minerales y otros procesos de 
separación. Tiene un papel importante porque es la forma más económica de separar los minerales 
fosfatados de las arenas, carbonatos y otros minerales de ganga. La flotación es especialmente 
importante como un método de separación para los depósitos de roca fosfórica con alto contenido 
de silice (Zafar et al., 1995a). Los minerales ricos en carbonatos, especialmente ricos en dolomita, 
presentan dificultades en la separación ya que los ácidos grasos y sus derivados usados en los 
collectores de flotación, tienen baja selectividad para los carbonatos y fosfatos (Al-Fariss, Ozbelge, 
& Abdulrazik, 1991), especialmente cuando el material tiene baja cristalinidad (Zafar, Anwar, & 
Pritchard, 1995b). Debido a esto, se vienen realizando estudios para mejorar la selectividad 
empleando otros compuestos como complemento a los ácidos grasos sin embargo, la flotación 
sigue sin ser muy empleada para yacimientos sedimientarios, pero se implementa en mayor medida 
en yacimientos ígneos, donde la candidad de carbonatos es menor (Van Kauwenbergh, 2010). 
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El proceso de calcinación se basa en la disociación de los carbonatos de calcio por energía térmica 
y se ha empleado para tratar minerales de fosfato con matrices de carbonato. Dependiendo de la 
eficiencia del proceso, la calcinación puede llevar a una remoción casi completa de los carbonatos 
presentes en la roca fosfórica. Por ejemplo, calcinar durante 3h a 1000 ˚C puede descomponer 
hasta el 90% de la ganga calcárea y dolomítica, dependiendo del tamaño y la naturaleza del 
material. Posteriormente el dióxido de carbono sale del horno como un gas y los óxidos de calcio y 
de magnesio se remueven después del quenching y deslamado de los sólidos que se sacan del 
horno. Al enfriar con agua la roca calcinada, la mayoría de las impurezas pasan a ser lodos que son 
mecánicamente separados de los agregados gruesos. Las desventajas que tiene la calcinación son 
varias, por ejemplo: (i) el alto costo energético, (ii) la disminución de la solubilidad y la menor 
reactividad de la roca fosfórica calcinada en el proceso de acidulación en húmedo; es decir, la roca 
fosfórica calcinada necesita más tiempo de retención para alcanzar la misma solubilidad que la 
roca fosfórica sin calcinar del mismo grado y (iii) el sílice de la roca fosfórica se concentra, entre 
otras desventajas (Zafar, Anwar, & Pritchard, 1996). 
1.3.2. Métodos químicos 
La roca fosfórica generalmente es acidulada para convertir los fosfatos a formas solubles en agua o 
en formas disponibles para las plantas (Van Kauwenbergh, 2010). Las formas de fosfatos solubles 
más empleadas son el ácido fosfórico y las rocas fosfóricas parcialmente aciduladas. El ácido 
fosfórico se produce al reaccionar la roca fosfórica con la cantidad de ácido requerida 
estequiometricamente para convertir totalmente la apatita fosfatos solubles. La roca fosfórica 
parcialmente acidulada consiste en tratar el material con una parte de la cantidad de ácido 
necesario estequiometricamente, obteniendo fosfatos parcialmente solubles en agua con una 
fracción adicional que es insoluble (Zafar et al., 1996). Cerca del 72 al 75% de la roca fosfórica 
producida en el mundo es usada para producir ácido fosfórico por medio de la acidulación 
completa. El 16% es usado para la producción de fosfatos parcialmente acidulados y 14% para 
otros productos de P2O5 (Van Kauwenbergh, 2010). Ambos procesos de acidulación son efectivos 
pero contaminantes y los fertilizantes resultantes son de alto costo (Dawson & Hilton, 2011; 
Oliveira Mendes et al., 2014). 
 
Dos reacciones se llevan a cabo al acidular completamente la roca fosfórica con ácido sulfúrico. En 
la primera reacción (ecuación 1.1) se puede ver la disolución de la fluorapatita empleando ácido 
sulfúrico, obteniendo como productos ácido fosfórico, yeso y ácido fluorhídrico. Pero gran parte 
del ácido sulfúrico empleado para la acidulación se consume en la disolución de los carbonatos 
asociados a la fluorapatita (ecuación 1.2), generando más yeso y CO2 en forma gaseosa (Bhatti & 
Yawar, 2010; R. Chi et al., 2006). 
 
Ca! PO! !F + 5H!SO! + 10H!O → 3H!PO! + 5 CaSO! · 2H!O + HF                                         1.1   
 
CaCO! + H!SO! +  H!O → CaSO! · 2H!O + CO!                                                                                1.2  
 
Este es el proceso más económico para producir ácido fosfórico a partir de roca fosfórica pero se 
producen grandes cantidades de yeso, que pueden llevar a la producción de ácido fosfórico de baja 
calidad, ya que las pequeñas partículas de yeso pueden taponar los filtros. Además la formación de 
capas de yeso en la superficie de la partícula de roca fosfórica lleva al estancamiento de la reacción 
de ácidulación, al dismiir el contanto fosfáto-ácido (Al-Fariss, Elnashaie, AbdelRazik, 
AbdelAleem, & Ibrahim, 1991). Se debe tener en cuenta que a medida que disminuye el tenor de la 
roca fosfórica y aumentan los carbonatos, especialmente la calcita, el consumo de ácido sulfúrico 




será mayor y el proceso dejará de ser económicamente viable (Union Temporal GI. Georecursos, 
2005; Van Kauwenbergh, 2010). 
 
La foca fosfórica parcialmente acidulada se puede obtener empleando ácido sulfúrico, ácido 
fosfórico o una mezcla de ambos, siendo la acidulación con ácido sulfúrico la alternativa más 
económica (Zafar et al., 1996). Las rocas fosfóricas parcialmente aciduladas pueden ofrecer un 
medio económico de aumentar la eficiencia agronómica de las fuentes locales de roca fosfórica, ya 
que son menos costosas que los fertilizantes fosfatados completamente acidulados al necesitar 
menores cantidades de ácido y energía por unidad de P en el producto (Zapata & Roy, 2007).  
Acidular parcialmente la roca fosfórica con ácido sulfúrico (ecuación 1.3) da como resultado el 
fertilizante conocido como superfosfato simple. Aunque es un producto económico, la 
disponibilidad de P es sólo del 16-20% debido a la gran cantidad de yeso presente. Aún así, el 
superfosfato simple puede llegar a ser un fertilizante más completo al tener Ca y S para aportar a 
los cultivos con deficiencia (Union Temporal GI. Georecursos, 2005). 
 
Ca! PO! !F + 7H!SO! + 6.5H!O → 3Ca H!PO! ! + 7CaSO! + 0.5H!O + 2HF                      (1.3) 
 
Se puede obtener un producto con mayor contenido en P disponible acidulando la roca fosfórica 
con ácido fosfórico; el fertilizante que se obtiene se conoce como superfosfato triple. Como se 
puede ver en la ecuación 1.4, no hay producción de yeso por lo que no se presentan los problemas 
descritos anteriormente, además hay un 40-46% de P disponible (Union Temporal GI. 
Georecursos, 2005). 
 
2Ca! PO! !F + 12H!PO! + 9H!O → 9Ca H!PO! ! ∙ H!O + CaF!                                               1.4  
 
Partiendo de estas reacciones se plantea la producción de otros fertilizantes como es el superfosfato 
doble al emplear una mezcla de ácido sulfúrico y ácido fosfórico, fosfatos diamónicos al adicionar 
posteriormente amoniaco (Gobernación del Huila- Secretaría de agricultura y minería & Zeolitas 
AFL LTDA, 2008). También se han empleado otros ácidos como el ácido nítrico (Mizane & 
Louhi, 2007) o el ácido clorhídrico (Aly, Ali, & Taha, 2013) para evitar la producción de yeso. 
Incluso se han llegado a emplear ácidos orgánicos (Al-Oud, 2011; Zafar et al., 1995a). Estudios 
realizados para determinar la efectividad del ácido fosfórico (fosfato totalmente acidulado), los 
fosfatos parcialmente acidulados y la roca fosfórica aplicada directamente, han determinado que 
los fertilizantes parcialmente acidulados especialmente el superfosfato triple, presentan la misma 
efectividad que los fosfatos totalmente acidulados, mientras que la aplicación directa presenta una 
eficiencia inferior (Rajan & Watkinson, 1992).  
1.3.3. Métodos biológicos 
§ Microorganismos solubilizadores de fósforo (PSM) 
 
Los microorganismos del suelo son efectivos liberando P de fuentes orgánicas e inorgánicas a 
través de la mineralización y la solubilización. En los últimos años ha llamado la atención el uso de 
estos microorganismos como una alternativa para la solubilización de fósforo en la agricultura y se 
han hecho gran cantidad de estudios de campo, siendo uno de los temas de investigación más 
importantes en la solubilización de fósforo. Los microorganismos solubilizadores de fósforo (PSM, 
por sus siglas en inglés) son bacterias heterótrofas y hongos que se encuentran asociados 
principalmente a la rizosfera de la planta, los cuales están involucrados en procesos de 
transformación de P del suelo y hacen parte del proceso de captación de nutrientes para la planta 
(Henry Lutz Ehrlich & Newman, 2008). En su mayoría los PSM son bacterias solubilizadoras de 
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fósforo (PSB, por sus siglas en ingles) que constituyen un 50% de la población, mientras los 
hongos solubilizadores de fósforo (PSF, por sus siglas en inglés), constituyen menos del 1%. Las 
bacterias más importantes en la solubilización de fósforo son Bacillus megaterium, B. circulans, B. 
subtilis, B. polymyxa, B. sircalmous, B. malabarensis, Pseudomonas striata,, Enterobacter, 
Serratia sp., Proteus spp., Arthrobacter spp., Streptomyces spp. (Behera, Singdevsachan, Mishra, 
Dutta, & Thatoi, 2014; Henry Lutz Ehrlich & Newman, 2008). Los hongos más importantes en la 
solubilización de P pertenecen a los géneros Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Cunninghamella y 
Trichoderma (Behera et al., 2014; Henry Lutz Ehrlich & Newman, 2008; Zapata & Roy, 2007). 
 
Los mecanismos principales para la solubilización de fósforo son la producción de ácidos 
orgánicos de bajo peso molecular, la biosíntesis de enzimas (fosfatasas) y la excreción de H+. Entre 
los ácidos orgánicos producidos por los PSM se encuentran el acetato, lactato, malato, oxalato, 
succinato, citrato, gluconato, etc. Estos ácidos disuelven los minerales fosfatados y/o forman 
complejos con el Fe, Al y Ca de los fosfatos de hierro, aluminio y calcio (quelatación), liberando al 
suelo fósforo disponible para la planta (Behera et al., 2014; Zapata & Roy, 2007). Los grupos de 
enzimas más importantes relacionados con la solubilización de fósforo son las fosfatasas, que 
desfosforilan los enlaces fosfo-ester o los enlaces fosfo-anhídridos de la materia orgánica 
(ecuación 1.5) (Henry Lutz Ehrlich & Newman, 2008), y las fitasas que liberan el P del ácido fítico 
(ecuación 1.6) (Henry Lutz Ehrlich & Newman, 2008). El interés en estas enzimas ha aumentado 
durante la última década debido al potencial biotecnológico que pueden tener tanto en la 
agricultura como en la nutrición animal, donde las fitasas han sido de gran interés (Behera et al., 
2014). Aún así, estas enzimas presentan velocidades de solubilización muy lentas y no serían 
adecuadas para aplicaciones industriales de solubilización de fósforo (R.-A. Chi, Xiao, Huang, 








§ Bacterias acidófilas 
 
Además de los PSM, también se han planteado procesos de solubilización de roca fosfórica 
empleando consorcios o cepas puras de bacterias acidófilas como Acidithiobacillus ferrooxidans, 
Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus caldus, Leptospirillum ferrooxidans (Bhatti & 
Yawar, 2010; Priha et al., 2014; Xiao, Chi, Li, & Zheng, 2011), como un equivalente a la 
acidulación con ácido sulfúrico empleada en la industria de producción de fertilizantes (Zafar 
et al., 1996). Estas bacterias oxidan S0, compuestos de S y Fe reducidos y sulfuros de hierro para 
producir ácido sulfúrico y sulfatos metálicos solubles, creando un ambiente ácido adecuado para la 
lixiviación y en particular para la solubilización química de la roca fosfórica.  
 
Además de los métodos de solubilización en líquido, también se han empleado cultivos de A. 
thiooxidans en conjunto con azufre elemental y roca fosfórica, en un producto llamado 
“Biosuper®”, el cual se usa para obtener solubilización de fósforo in situ (Zapata & Roy, 2007). El 
principio básico de estas mezclas es que la bacteria A. thiooxidans puede oxidar el azufre elemental 
en polvo produciendo ácido sulfúrico, el cual solubilizará la roca fosfórica aplicada al suelo. Las 
mezclas de rocas fosfóricas y azufre son atractivas ya que no se requiere una gran inversión, 
(1.5) 
(1.6) 




permite utilizar rocas fosfóricas de baja calidad y se comportan como fertilizantes de liberación 
controlada (Zapata & Roy, 2007). Se ha encontrado que este tipo de mezclas puede ser tan efectivo 
como el superfosfato simple (Zapata & Roy, 2007); aun así, también se ha reportado que cuando se 
usan a largo plazo puede llegar a disminuir en exceso el pH del suelo, llevando a reducir el 
crecimiento de los cultivos (Bhatti & Yawar, 2010). 
1.4. Biominería 
Los métodos biológicos de lixiviación y oxidación (biominería) surgen inicialmente como una 
alternativa a los métodos químicos y físicos tradicionales para recuperar metales de interés que se 
encuentran en matrices complejas, donde los químicos de lixiviación no podrían acceder (Olson, 
Brierley, & Brierley, 2003). A partir de los estudios iniciales se comenzó a comprender el 
potencial biotecnológico de las bacterias acidófilas, ya que en algunos casos los métodos 
biológicos permiten obtener mayores eficiencias, a un menor costo, generando menor impacto 
ambiental (Bitton, 2002). Los microorganismos predominantes en la disolución de sulfuros son 
bacterias como Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, Leptospirillum 
ferrooxidans, Acidithiobacillus caldus, entre muchas otras, las cuales son extremadamente 
acidófilas (microorganismos que crecen a un pH debajo de 3) y tienen la capacidad de oxidar 
sulfuros o hierro (II). Las principales reservas de minerales de metales como el cobre, el zinc, 
cobalto y níquel, son sulfuros, y otros metales valiosos como el oro, la plata y el uranio también 
están asociadas a minerales como la pirita, por lo tanto la destrucción de estos minerales lleva a la 
liberación del metal objetivo. Si la destrucción del mineral lleva a la solubilización del metal, el 
proceso se conoce como biolixiviación, mientras que si el metal es más accesible pero sigue 
estando en forma insoluble, el proceso se conoce como biooxidación (Johnson, 2010; Rohwerder, 
Gehrke, Kinzler, & Sand, 2003). El término biominería hace referencia a ambos tratamientos, 
donde a partir de  microorganismos acidófilos se solubilizan total o parcialmente compuestos de 
interés (Rohwerder et al., 2003).  
 
Generalmente los procesos de biominería se llevan a cabo a temperaturas no más altas de 35˚C ya 
que las bacterias más usadas son mesófilas, pero debido a que las reacciones que se llevan a cabo 
son exotérmicas es necesario enfriar los reactores para conservar la viabilidad de los 
microorganismos. Cabe la posibilidad de plantear procesos a mayores temperaturas, empleando 
bacterias termófilas moderadas como Acidithiobacillus caldus o archaeas termófilas que trabajan a 
temperaturas sobre los 60˚C (Johnson, 2010). Emplear estos microorganismos en procesos 
industriales implica ventajas económicas. Por ejemplo, no sería necesario el enfriamiento en los 
tanques agitados y además se mejoraría la oxidación de los materiales, al aumentar las tasas de 
reacción y aumentar la extracción de ciertos minerales, como la lixiviación de cobre de la 
calcopirita (Bitton, 2002; Olson et al., 2003; Rohwerder et al., 2003).  
 
Frecuentemente son empleados consorcios obteniendo eficiencias altas en la recuperación de 
metales o la remoción de materiales no deseados. Esto es debido a que naturalmente las bacterias 
se encuentran como consorcios, y sus diferentes capacidades les permiten coexistir para aprovechar 
mejor los nutrientes. Por ejemplo, aunque hay bacterias con la capacidad de oxidar tanto hierro 
como azufre (A. ferrooxidans), estas no hacen ambas cosas al mismo tiempo. También hay 
bacterias que solo pueden utilizar hierro (Leptospirillum spp.), así que otras acidófilas que sólo 
solubilizan azufre (A. caldus y A. thiooxidans) puede aprovecharse de esto. Se propone una 
clasificación a partir de la contribución (directa o indirecta) de los microorganismos en el proceso 
de disolución de sulfuros. Los microorganismos primarios son las bacterias quimioautótrofas que 
pueden catalizar la oxidación de hierro ferroso y por lo tanto comenzar con la oxidación del 
mineral. Los microorganismos secundarios son oxidadores de azufre que generan la acides 
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requerida para la viabilidad del consorcio. Los acidófilos terciarios son los que degradan materia 
orgánica, lo que permite mantener las condiciones adecuadas para los microorganismos litótrofos 
más sensibles a la materia orgánica como Leptospirillum spp. Esta última relación puede ser 
considerada como una interacción de mutualismo  (Johnson, 2010).  
 
La noción de que los microorganismos podían ser usados para extraer metales a partir de sulfuros 
comenzó a finales de 1940, por medio del descubrimiento de una bacteria que tenia la capacidad de 
generar hierro férrico a partir de hierro ferroso (Johnson, 2010; Rohwerder et al., 2003; Temple & 
Colmer, 1951). Acidithiobacillus ferrooxidans ha sido una de las bacterias más estudiadas fuera del 
campo médico y es ampliamente empleada en procesos de biominería debido al amplio 
conocimiento que hay de ella y del amplio espectro metabólico que presenta, pudiendo crecer bajo 
condiciones aerobias o anaerobias y oxidar tanto hierro como azufre, además de hidrogeno 
molecular, ácido fórmico y otros iones metálicos (Rohwerder et al., 2003).  
 
Existen varios mecanismos de lixiviación propuestos. La biominería de minerales no sulfidicos, 
como óxidos, carbonatos y silicatos, ocurre por ataque de ácido o acomplejamiento, mientras que 
la disolución de metales de sulfuros y de hierro ocurre debido a la acción combinada del ácido y 
del ataque oxidativo. Desde hace varias décadas se han venido proponiendo mecanismos para 
explicar el proceso de oxidación de hierro por parte de los microorganismos acidófilos. 
Anteriormente solían dividirse en el mecanismo directo y el indirecto. El mecanismo directo 
planteaba que la oxidación era debido a la acción enzimática del microorganismo adherido al 
mineral. El mecanismo indirecto supone un ciclo de conversiones del hierro férrico/ferroso, donde 
el hierro ferroso es oxidado por los microorganismos y el ion férrico resultante actúa como un 
oxidante para los sulfuros, reduciéndose nuevamente a ferroso y reintegrándose al ciclo. 
Actualmente se reconoce que es el ion férrico el responsable de la oxidación mineral y no el 
sistema enzimático que nunca pudo ser demostrado, por lo ya no se habla del mecanismo directo, 
sino que se habla del mecanismo de lixiviación indirecto de contacto y no contacto para describir 
el proceso llevado a cabo por los microorganismos adheridos y libres, respectivamente (Bitton, 
2002; Johnson, 2010; Rohwerder et al., 2003).  
1.4.1. Acidithiobacillus thiooxidans 
Acidithiobacillus thiooxidans es una bacteria Gram negativa, mesófila, aeróbica estricta, del orden 
Acidithiobacillales, que puede ser aislada de drenajes ácidos de minas, suelos, manantiales 
sulfurosos y ambientes de corrosión de cemento y de hierro. De manera general, el metabolismo de 
oxidación de azufre elemental puede verse de forma esquemática en la figura 1-2. Éste consiste en 
obtener energía y poder reductor a partir de fuentes de azufre inorgánico reducidas, como en el 
caso particular de la figura 1-2 donde se oxida azufre elemental, aunque también puede crecer en 
medio líquido en tiosulfatos o tetrationato (Garrity, Bell, & Lilburn, 2005). A diferencia de A. 
ferrooxidans, A thiooxidans no puede obtener energía por medio de la oxidación del hierro. A 
thiooxidans obtiene el carbono para la biomasa del CO2 atmosférico por medio del ciclo Calvin-
Benson-Bassham, empleando la energía obtenida de la oxidación de azufre elemental y utilizando 
oxígeno como aceptor final de electrones. A partir de esta descripción se le clasifica como una 
bacteria quimiolitoautótrofa. La completa oxidación de compuestos de azufre reducido da como 
resultando grandes cantidades de protones que junto al sulfato produce ácido sulfúrico (ecuación 1-
7), lo que disminuye el pH hasta niveles extremos. Debido a que estas bacterias viven en medios 
extremos de acidez y son autótrofas estrictas, en la mayoría de los casos no toleran ambientes 
neutros y mucho menos básicos, por lo que deben mantenerse lejos de fuentes orgánicas de 
carbono.  
 




S! + 1.5O! + H!O → H!SO!                                                                                                                     (1.7) 
 
Figura 1-2: Esquema general del metabolismo de A. thiooxidans en S0. 
 
 
Las fuentes de azufre reducido que asimilan las bacterias acidófilas como A. thiooxidans pueden 
ser sulfuros (S2-), azufre elemental (S0) o tiosulfatos (S2O32-). Al asimilar estos compuestos se 
llevan a cabo diferentes reacciones hasta llegar a los sulfatos (SO42-), que es el azufre 
completamente oxidado. Estas reacciones son diferentes para los microorganismos pero pueden 
generalizarse en la ecuación 1.8 (Henry Lutz Ehrlich & Newman, 2008). El intermediario x se ha 
visualizado como un derivado del glutatión, un enlace tiol de la membrana celular o un 
intermediario de azufre como los polisulfuros. El esquema que plantean (Trudinger & Roy, 1970) 
permite integrar el mecanismo de la oxidación de azufre elemental a la ruta para la oxidación de 
formas reducidas de azufre. Para oxidar el azufre elemental en sulfito es necesaria la introducción 
de oxígeno, como lo muestra la ecuación 1.7, reacción que no parece tener ganancia de energía 
para la célula. Contrario a esto, la oxidación de sulfito produce energía útil para la célula (Henry 
Lutz Ehrlich & Newman, 2008).  
 
 
La oxidación de azufre inorgánico es un factor fundamental en la bioquímica del ciclo del sulfuro y 
en las transformaciones de azufre en el suelo y en los sedimentos (Robertson & Kuenen, 2006). 
Además, es importante en la producción de ambientes ácidos, que es un punto fundamental en las 
aplicaciones biotecnológicas de lixiviación, ya que al contrario de bacterias que oxidan hierro 
como A. ferrooxidans o L. ferrooxidans, la capacidad lixiviadora de A. thiooxidans se basa en el 
ataque ácido. Para esto, la bacteria requiere el contacto directo entre las célula y la partícula de 
azufre (Konishi, Asai, & Yoshida, 1995). Esta adhesión a la partícula de azufre o mineral 
promueve la biolixiviación del material, siendo las células adheridas las que llevan la disolución 
principal y el papel de las células en solución no es claro hasta ahora. Hay algunas hipótesis que 
proponen que las células adheridas van liberando compuestos de azufre parcialmente oxidados, 
como tiosulfatos y sulfitos, que posteriormente son aprovechados por las células en solución 








2. Caracterización de la roca fosfórica a emplear 
en un proceso de acidulación 
Resumen 
Se llevó a cabo la caracterización mineralógica y química de una muestra de roca fosfórica 
comercial procedente de la mina La Juanita (Huila), por medio de Fluorescencia de rayos X (FRX), 
Difracción de Rayos X (DRX) y Espectrometría Infrarroja por Transformadas de Fourier (FTIR, 
por sus siglas en inglés). A partir del análisis granulométrico se encontró que el 60% del mineral 
mostró un tamaño de partícula menor a 0.105mm. Las fases minerales predominantes fueron la 
fluorapatita (58.3%), calcita (21.3%) y cuarzo (19.9%). A partir de criterios empleados para el 
procesamiento industrial de las rocas fosfóricas se determinó que el material es de baja calidad, 
debido a la baja concentración de fosfatos (20% P2O5), a la alta cantidad de carbonatos con 
respecto a los fosfatos (CaO/P2O5=2.2) y la alta concentración de cuarzo (19.9%). Debido a esto, 
los procesos de acidulación convencionales para esta roca roca con altos porcentajes de carbonatos, 
requerirían grandes cantidades de ácido y habría una alta producción de sulfato de calcio, por lo 
que la solubilización empleando ácido sulfúrico no sería económicamente rentable A partir del 
análisis químico se determinó que la roca tenía con un 1.1% de flúor, lo que puede afectar en 
ensayos posteriormente la actividad de A. thiooxidans, debido a la disolución del flúor. 
 
Palabras clave: DRX, Fluorapatita, FTIR, FRX, Roca fosfórica. 
2.1. Introducción 
El fósforo es un macronutriente fundamental para el desarrollo de todos los seres vivos ya que a 
partir de él se desarrollan estructuras como las proteínas, los ácidos nucleicos, las membranas 
celulares y otras macromoléculas como el ATP (Adenosín Trifosfato), necesarias en el 
metabolismo (Havlin, 2005). La roca fosfórica es ampliamente empleada como un suplemento de 
fósforo ya que los suelos destinados para agricultura deben ser suplementados constantemente con 
P inorgánico proveniente de fuentes minerales, para asegurar los rendimientos deseados y 
compensar el constante consumo por parte de los cultivos y la ganadería (Chien & Menon, 1995; 
Scholz et al., 2013). “Roca fosfórica” es el nombre común que se le da a los materiales que 
contienen uno o más minerales de fosfato y que tienen composición química y física apta para uso 
comercial, por lo que puede hacer referencia tanto a la mina como al producto después del 
benficio. La roca fosfórica puede ser utilizada ya sea como materia prima para la fabricación 
industrial de fertilizantes o como fertilizante cuando se aplica directamente en el suelos agrícolas 
(Gobernación del Huila- Secretaría de agricultura y minería & Zeolitas AFL LTDA, 2008; Van 
Kauwenbergh, 2010; Zapata & Roy, 2007). 
 




Existen dos tipos de depósitos de roca fosfórica: ígneos y sedimentarios. Más del 80% de la 
producción total de roca fosfórica proviene de depósitos sedimentarios, ya que los depósitos ígneos 
son de baja concentración (menos de 5% de P2O5) y poco reactivos (Van Kauwenbergh, 2010; 
Zapata & Roy, 2007). La mayoría de los depósitos sedimentarios contienen francolita, una 
fluorapatita rica en carbonatos (Zapata & Roy, 2007). El mineral principal es la apatita, un fosfato 
de calcio insoluble, con fórmula general Ca5(PO4)3(F-, OH-, Cl-), siendo la fluorapatita 
(Ca5(PO4)3F) la variedad más común. La apatita en la roca fosfórica se encuentra asociada a otros 
minerales accesorios, como diversos tipos de carbonatos, minerales de las arcillas, cuarzo, otros 
tipos de silicatos, óxidos de metales, entre otros. Sin embargo su composición real varía 
dependiendo del yacimiento y es por esto que los estudios hechos a partir de material procedente 
de diferentes minas pueden variar considerablemente (Chien & Menon, 1995). La producción 
mundial de roca fosfórica para el 2008 estaba por encima de los 160 millones de toneladas, siendo 
China, EE. UU, Marruecos y Rusia los principales productores con un 72% de la producción 
mundial (Van Kauwenbergh, 2010). 
 
Particularmente, la roca fosfórica en Colombia proviene de depósitos sedimentarios de origen 
marino ubicados en tres departamentos en la Cordillera Oriental: Norte de Santander, Boyacá y 
Huila (Union Temporal GI. Georecursos, 2005). Se estima que los recursos de roca fosfórica 
disponibles para Colombia son de aproximadamente 370 millones de toneladas (Gobernación del 
Huila- Secretaría de agricultura y minería and Zeolitas AFL LTDA, 2008; Van Kauwenbergh, 
2010), aún así se importa casi la totalidad del fósforo necesario para la agricultura (Gobernación 
del Huila- Secretaría de agricultura y minería & Zeolitas AFL LTDA, 2008) . Se estima que el 
departamento del Huila cuenta con el 38% de la reserva nacional (Gobernación del Huila- 
Secretaría de agricultura y minería & Zeolitas AFL LTDA, 2008). Particularmente el yacimiento 
de la mina La Juanita, situada al suroeste de Neiva, en los alrededores de Tesalia, presenta dos 
capas económicamente explotables, con espesores de 0.9-2,2 m y tenores entre 15-25% de P2O5 y 
las reservas inferidas han sido calculadas en 15 millones de toneladas (Union Temporal GI. 
Georecursos, 2005). La explotación del mineral en la mina La Juanita se hace por medio de 
minería subterránea y el beneficio por vía seca se hace por medio de trituración primaria y 
molienda secundaria, preparación de mezclas en polvo y también una línea de granulados 
(Gobernación del Huila- Secretaría de agricultura y minería & Zeolitas AFL LTDA, 2008). 
También se han realizado ensayos por vía húmeda que no han resultado viables económicamente 
debido a la alta concentración de carbonatos (Union Temporal GI. Georecursos, 2005). 
 
El objetivo de este trabajo es llevar a cabo la caracterización mineralógica y química de una roca 
fosfórica comercial, con el fin de determinar los componentes principales que puedan influir 
posteriormente en un proceso de solubilización, empleando una cepa de la bacteria 
Acidithiobacillus thiooxidans. 
2.2. Materiales y métodos 
2.2.1. Toma de muestra 
La roca fosfórica usada en este estudio fue adquirida en Fertipáez S.A., mina La Juanita, ubicada 
en el municipio de Tesalia (Huila, Colombia) (figura 2-1). El material es una fosforita comercial 
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Figura 2-1: Ubicación del Municipio de Tesalia, Huila. 
 
2.2.2. Análisis granulométrico 
Para la determinación del tamaño de partícula se realizó un análisis granulométrico según Standard 
Test Method for Sieve Analysis of Raw Materials for Glass Manufacture (C429-01), ASTM 
International. Se pasó 125g a través de un juego de tamices normalizados Tyler N° 20 (0.841 mm), 
35 (0.5 mm), 50 (0.297 mm), 60 (0.25 mm), 100 (0.149 mm), 140 (0.105 mm), 200 (0.074 mm) y 
325 (0.044 mm). 
2.2.3. Análisis químico por Fluorescencia de Rayos X (FRX) 
Se realizó un análisis químico del material mediante FRX con el fin de cuantificar los principales 
elementos presentes en la muestra. El ensayo fue llevado a cabo por Geoensayos S.A.S.. Para 
dicho análisis se tomó una muestra de 50g, se maceró y se tamizó hasta llegar a un tamaño de 
partícula de por lo menos 0.149 mm (malla 100). En las instalaciones de Geoensayos S.A.S. se 
realizó el análisis químico a la muestra pulverizada y secada a 105ºC, sobre pastilla por 
Fluorescencia de Rayos X (WDXRF). El equipo utilizado fue un Espectrómetro de Fluorescencia 
de Rayos X (WDXRF) marca PANalytical modelo AXios. 
 
 




2.2.4. Difracción de rayos X (DRX) 
Se llevó a cabo un análisis por DRX para identificar las principales fases mineralógicas de la roca, 
previamente macerada hasta por lo menos un tamaño de partícula de 0.074 mm (malla 200). Se usó 
un difractómetro de rayos X marca Rigaku Miniflex II, con radiación Cu Kα, filtro de níquel, 30 
kV y 15 mA y monocromador de grafito. Los barridos se hicieron en un intervalo de 5 a 70° 2θ, 
con un paso de 0.02° y un tiempo de conteo por paso de 4 s. Los resultados se procesaron y se 
analizaron posteriormente con el software X'pert Highscore Plus v. 2.2.9 (221). Además se realizó 
una semi-cuantificación de las fases minerales por medio del método de Rietveld, empleando el 
software descrito.  
2.2.5. FTIR  
El espectro infrarrojo de la roca fosfórica sin tratar se obtuvo usando un espectrómetro marca 
Shimadzu, modelo FTIR 8400S. Las muestras para las mediciones se prepararon mezclando 99mg 
de KBr y 1mg de roca fosfórica, con tamaño de partícula de 0.074 mm (malla 200). La mezcla se 
presionó a 10 t, hasta obtener una pastilla. Las mediciones se llevaron a cabo en un intervalo entre 
4000 y 400 cm-1, correspondientes al rango del infrarrojo medio, modo transmitancia, con 
apodizacion Happ-Genzel, usando resolución 4 cm-1 y 24 barridos. Los resultados se trataron y se 
analizaron posteriormente con el software IR Solution v. 1.3. 
2.3. Resultados 
A partir del análisis granulométrico (figura 2-2 y la tabla 2-1), se puede observar que un 60% del 
material tiene un tamaño de partícula que pasa la malla con apertura de 0.105 mm (D60). La 
distribución del tamaño se puede ver en la figura 2-2b, donde un 30% del material se retiene en la 
malla 325 y las mallas 100, 140 y 200 retienen un 15% de material cada una. 
 
Los resultados del análisis químico (FRX) que se encuentran en la tabla 2-2, indican que la muestra 
está principalmente compuesta por Si (9.2%), Ca (31.4%) y P (8.7%), además de tener un 1.1% de 
flúor.  
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Figura 2-2: Análisis granulométrico para la roca fosfórica sin tratar.  
a) Porcentaje de material pasante para cada malla con su respectivo tamaño de partícula. b) 
Frecuencia del porcentaje de material retenido. 
 

















































20 0,841 98,580 
35 0,500 97,163 
50 0,297 91,211 
60 0,250 87,150 
100 0,149 71,694 
140 0,105 55,080 
200 0,074 38,538 
325 0,044 8,633 




Tabla 2-2: Resultado análisis FRX de la roca fosfórica (RF) sin tratar.  
Humedad: Pérdidas a 105°C, PPI: Pérdidas por Ignición a 1000ºC. 
 
Composición% Si Al Fe Mg Ca Na K P S F Humedad PPI 
RF 9.2 0.4 0.4 0.2 31.4 <0.1 0.1 8.7 0.5 1.1 0.45 12 
 
Cuatro fases minerales se encontraron tanto en el análisis de DRX como de FTIR de la roca 
fosfórica sin tratar (figura 2-3 y figura 2-4, respectivamente): fluorapatita (Ca5(PO4)3F), calcita 
(CaCO3), cuarzo (SiO2) y ankerita (CaFe2+(CO3)2); además en la tabla 2-3 se pueden ver con más 
detalle los modos vibraciones para las fases minerales identificadas por medio de FTIR. 
 
Figura 2-3: Análisis de DRX de la roca fosfórica sin tratar.  
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Figura 2-4: Análisis de FTIR de la roca fosfórica sin tratar.  
 
 
Tabla 2-3: Bandas de FTIR correspondiente a al figura 2-4.  
ν1: Symmetric stretching vibration, ν2: Out-of-plane bend vibration, ν3: Asymmetric stretching 
vibration and ν4: In-plane bending vibration  
Mineral Bandas (cm-1) Modo vibracional Referencias 
Fluorapatita 1094, 1043 ν3 (PO43- )  (Paz et al., 2012) 
964 ν1 (PO43- ) 
601, 570 ν4 (PO43- ) 
470 ν2 (PO43- ) 
Calcita-Ankerita 2515 (ν1+ ν3) (CO32-)  (Böttcher, Gehlken, & Steele, 1997; 
Huanc, Konn, Liniaersity, & York, 
1960; Rodriguez-Blanco, Shaw, & 
Benning, 2011; Veerasingam & 
Venkatachalapathy, 2014) 
1800 (ν1+ ν4) (CO32-) 
1430 ν3 (CO32-) 
874 ν2 (CO32-) 
712 ν4 (CO32-) 
Ankerita 1455 ν3 (CO32-) 
Cuarzo 1170 ν3 (Si-O) (Saikia & Parthasarathy, 2010; 
Saikia, Parthasarathy, & Sarmah, 
2008) 
797, 779 ν1 (Si-O) 
696 ν2 (Si-O) 
513 --- 
430 ν4 (Si-O) 
Otras 3430 νstreaching (O-H) (Saikia & Parthasarathy, 2010) 
 1630 νbending (O-H) 








































De acuerdo a la cuantificación mediante el método de Rietveld, la fase más abundante en la 
muestra fue la fluorapatita con 58.3%, seguida por la calcita con 21.3%. El cuarzo y la ankerita 
presentaron 19.9% y un 0.5%, respectivamente (Tabla 2-4). 
 
Tabla 2-4: Resultados de la semi-cuantificación de DRX por refinamiento de Rietveld para la roca 
sin tratar. 
Mineral Fórmula química % 
Fluorapatita Ca5(PO4)3F 58.3 
Calcita CaCO3 21.3 
Cuarzo SiO2 19.9 
Ankerita CaFe0.33Mg0.67 (CO3)2 0.5 
2.4. Discusión  
El tamaño de partícula es un factor importante en el sector hidrometalúrgico, ya que de éste 
depende la efectividad del proceso. En el campo específico de la biohidrometalurgía es un factor 
que determina las interacciones entre los microorganismos, los nutrientes y el mineral, 
interviniendo en el desgaste físico de las cepas, la lixiviación del mineral y la transferencia de masa 
(Nemati et al., 2000; Olubambi et al., 2009). Debido a que la acidulación de roca fosfórica es una 
reacción heterogénea al ser un proceso multifase (Calmanovici, C.E., Gilot, B., & Laguérie, C., 
1997), la tasa de solubilización dependerá en gran medida del área superficial del mineral que se 
disuelve. Mientras más expuesta esté el área superficial más rápido la reacción va a ocurrir, por lo 
que tamaños de partícula más pequeños reflejarán mejores eficiencias en el proceso de 
acidificación con ácidos como el sulfúrico o el clorhídrico (Aly et al., 2013; Sevim, Saraç, 
Kocakerim, & Yartaşı, 2003). Se ha reportado que con tamaños de partícula entre 0.088 mm y 0.18 
mm se obtienen las mejores recuperaciones de fósforo en procesos de acidulación (Aly et al., 
2013). Según la figura 2-2.b, cerca del 70% del material tiene un tamaño de partícula menor a 
0.149 mm (pasante malla 100), por lo que se considera que buena parte del material comercial es lo 
suficientemente fino para ser empleado en un proceso de acidulación de fósforo, traduciéndose en 
una reducción de los costos del proceso al no necesitar una molienda posterior, lo que implica una 
ventaja económica. Si se buscara que un mayor porcentaje del material tuviera un tamaño de 
partícula menor habría que incurrir en gastos extras de molienda, además tener en cuenta la 
dificultad de manejar un material como la roca fosfórica, ya que debido a su naturaleza polvorienta 
presenta dificultades prácticas, industriales y de salud (Gobernación del Huila- Secretaría de 
agricultura y minería & Zeolitas AFL LTDA, 2008). 
 
Las fases minerales identificadas por medio de DRX y FTIR fueron fluorapatita, calcita, cuarzo y 
ankerita. Aunque las rocas fosfóricas son muy variables en composición química, mineralógica y 
forma física, en general para materiales tipo roca fosfórica de origen sedimentario es común 
encontrar la fluorapatita como fuente de fósforo, además de la presencia de minerales de ganga 
como carbonatos y cuarzo, considerados impurezas para el proceso de acidulación de la roca 
fosfórica (Van Kauwenbergh, 2010; Zapata & Roy, 2007). El cuarzo es el mineral de sílice más 
común en las rocas fosfóricas y aunque puede traer problemas en los procesos de beneficio, como 
daños en los equipos e interferencias en el proceso de beneficio, es fácilmente removible mediante 
flotación o separación física (Clellan, H, & Gremillion, 1980). Los carbonatos identificados fueron 
la calcita y la ankerita. La calcita es ampliamente reportada como un componente de las rocas 
fosfóricas sedimentarias y es altamente reactiva ante ácidos como el sulfúrico y el clorhídrico; la 
ankertia es un carbonato con sustituciones de hierro, resultado de la erosión de otros minerales de 
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carbonatos y que también ha sido reportado como componente de las rocas fosfóricas 
sedimentarias (Notholt, Sheldon, & Davidson, 2005). Son los carbonatos como la calcita y la 
ankerita las fases minerales que más inconvenientes pueden traer en la acidulación, ya son difíciles 
de eliminar en el proceso de beneficio y sólo mediante calcinación pueden llegar a removerse 
exitosamente. Los carbonatos conllevan a un mayor consumo de ácido, llevando a la producción de 
espuma que puede ser altamente perjudicial en el proceso de acidulación, ya que es más difícil para 
roca humedecerse en la solución ácida, afecta la tasa de la reacción y puede llevar a pérdidas de 
fósforo al ser arrastrado por la espuma (Clellan et al., 1980). La fase más abundante fue la 
fluorapatita con un 58.3%, pero esto no significa que haya una alta abundancia de fósforo, ya que 
frecuentemente ocurre sustitución de hasta un 25% del P por carbonatos y por F para las rocas de 
origen sedimentario, disminuyendo el tenor del material (Van Kauwenbergh, 2010; Zapata & Roy, 
2007). También en las rocas sedimentarias suelen encontrarse sustituciones del Ca por Mg y Na  
pero en pequeñas cantidades menores al 0.4% y 1%, respectivamente (Clellan et al., 1980). Esto se 
puede evidenciar especialmente en el análisis de FRX en la tabla 2-2, donde se distinguen las 
proporciones de P con respecto a Ca, además de los contenidos de Mg y Na, que aunque presentes 
se encuentra en muy bajas proporciones. 
 
A partir del análisis por FRX se encontró que la roca estudiada tiene un 20% P2O5, porcentaje que 
está dentro del rango de fosfatos para una roca fosfórica Colombiana y dentro del rango para las 
rocas fosfóricas explotadas de la mina La Juanita (16-22% P2O5) (Gobernación del Huila- 
Secretaría de agricultura y minería & Zeolitas AFL LTDA, 2008). Este porcentaje es considerado 
bajo a nivel mundial, teniendo en cuenta que yacimientos de África alcanzan un 35% de P2O5 (Van 
Kauwenbergh, 2010). Cuanto más alto es el contenido de P2O5 en la roca mayor es el tenor de la 
roca y mayor su potencial económico. Aún así, debe tenerse en cuenta la cantidad de carbonatos 
como calcita y dolomita, ya que estos reducen la eficiencia del proceso de acidulación, al ser 
mayor el consumo de ácido y la producción de residuos. Bajo contenido de P2O5 significa mayor 
contenido de impurezas, lo que lleva a menores rendimientos, y mayor concentración de impurezas 
resulta en mayores problemas de procesamiento y mayores costos (Van Kauwenbergh, 2010). La 
relación CaO/P2O5 es ampliamente utilizada en la producción industrial de fertilizantes a partir de 
la acidulación de roca fosfórica, ya que da una idea del contenido relativo de carbonatos y de los 
costos del proceso con respecto al ácido sulfúrico. Se establece que si la relación es mayor de 1.6 
se incrementará la demanda de ácido y por lo tanto los costos de acidular químicamente la roca 
(Zapata & Roy, 2007). Para el presente caso la relación CaO/P2O5 fue del 2.2, indicando que la 
roca cuenta con un bajo porcentaje de fosfatos en relación a los carbonatos, de donde se podría 
concluir que el proceso de acidulación en húmedo no sería económicamente viable, ya que al 
momento de hacerlo habría un alto consumo de ácido sulfúrico, como lo muestra la ecuación 1.2. 
Otras relaciones importantes a tener en cuenta son: (i) la razón (Al2O5 + Fe2O5)/P2O5, la cual es 
crítica y no debe ser mayor a 0.1, debido a que las impurezas de Fe y Al en el ácido fosfórico 
producto de un proceso húmedo se precipitan como ortofosfatos y afectan el contenido final de 
P2O5 soluble. Los límites máximos que se aceptan de Al2O3 y/o de Fe2O3 son hasta el 3% o 4%, 
porcentajes sobre los que la roca fosfórica no sería atractiva para usar en la producción de ácido 
fosfórico, aunque puede considerarse para la producción de superfosfatos (Clellan et al., 1980). (ii) 
La razón MgO/P2O5 no es deseable que sea mayor a 0.022 para evitar un incremento en la 
demanda de ácido en el proceso de acidulación, además de ser perjudicial en el proceso de 
producción de ácido fosfórico ya que el productos no se secará adecuadamente o puede llegar a 
contener fosfatos que no son solubles en agua (Van Kauwenbergh, 2010). No obstante se ha 
encontrado que muchos superfosfatos comerciales contienen fosfatos de Fe, Al o Mg solubles en 
citrato, que no tienen efectos negativos en las propiedades agronómicas. Estos estudios muestran 
que la fuente y la distribución de los elementos de impureza, son factores críticos en el efecto que 
pueda tener sobre las propiedades físicas de los superfosfatos (Clellan et al., 1980). 
 




Para la presente roca fosfórica (Al2O5 + Fe2O5)/P2O5 = 0.07, %Al2O3= 0.8, %Fe2O3=0.6 y 
MgO/P2O5 = 0.016, así que se cumplen los limites planteados y se puede concluir que debido al 
bajo contenido de Fe y Al no habrá precipitación de P como ortofosfatos de hierro y/o aluminio, y 
debido al bajo contenido de Mg, este no será responsable del incremento en la demanda de ácido 
del proceso ni de un producto de baja calidad. Por último, es importante agregar que en procesos 
industriales de producción en húmedo de ácido fosfórico se busca que el contenido de SiO2 no 
debe ser mayor al 15%, con el fin de evitar formación excesiva de sedimentos en los equipos 
(Gobernación del Huila- Secretaría de agricultura y minería and Zeolítas AFL LTDA, 2008). Para 
el caso de la muestra aquí analizada, el contenido de SiO2 fue de 19.9%, valor por encima de lo 
estipulado para esta relación, por lo que procesos industriales de producción ácido fosfórico 
empleando esta roca fosfórica se verían probablemente afectados por la generación de sedimentos 
en los tanques. Aunque algunos de estas razones se refieren a parámetros industriales, como en el 
caso del SiO2, en general hablan de la efectividad de la acidulación de la roca fosfórica y como el 
proceso puede verse perjudicado por el alto contenido de materiales de ganga. Esto será de mucha 
importancia en estudios de la acidulación de la presente roca fosfórica, ya que acorde a las razones 
presentadas, el consumo de ácido por parte de la roca estudiada será alto especialmente por los 
altos porcentajes de carbonatos. 
 
En el análisis químico también se encontró que la roca fosfórica contenía con un 1.1% de flúor, 
probablemente como constituyente de la fluorapatita. En la acidulación de la roca el flúor se libera 
a la solución en forma gaseosa en forma de HF, según lo muestra la ecuación 1.1. Dependiendo del 
pH de la solución y en menor medida de la concentración de F, el flúor puede llegar a inhibir el 
crecimiento de A. thiooxidans. A pH de 2, incluso a concentraciones tan bajas como 0.5 mM ya no 
se registra actividad oxidativa. A pH de 4.5 sólo el 10% del flúor existe como HF por lo que la 
inhibición requeriría concentraciones 10 veces mayores de flúor. A un pH de 7, incluso 
concentraciones tan altas como las 200 mM no parece inhibir la oxidación de azufre (Suzuki, Lee, 
Mackay, Harahuc, & Oh, 1999). Ya que la concentración de flúor en la roca fosfórica es del 1.1%, 
al disolverse la concentración en solución podría ser de hasta aproximadamente 60 mM o 1100 
ppm, por lo que dependerá del pH de la solución si esta concentración de flúor puede llegar a ser 
inhibitoria para el microorganismo (Maochun et al., 2002; Suzuki et al., 1999). 
 
	
3. Evaluación de diferentes concentraciones de S0 y 
esquemas de solubilización de roca fosfórica 
Resumen 
Se llevaron a cabo dos estudios independientes para determinar las mejores condiciones para llevar 
a cabo un proceso de solubilización de roca fosfórica, empleando la bacteria Acidithiobacillus 
thiooxidans como una alternativa a los procesos convencionales que emplean ácido sulfúrico. En 
primer lugar se determinó la mejor concentración de azufre elemental a emplear como suplemento 
energético al medio de cultivo, concluyendo que entre 1, 2, 3, 4 y 5% (p/v) de S0, la concentración 
de 4%S0 fue la más adecuada, ya que con esta se logró una mayor producción de ácido en 
comparación con el ensayo con 3%S0, y no mostró diferencias significativas en comparación con el 
de 5%S0. Se determinó también la configuración más adecuada para el proceso de solubilización 
de roca fosfórica, planteando un ensayo a bajas concentraciones de roca fosfórica con el fin de 
estudiar la adaptabilidad del microorganismo a las condiciones adversas. Se encontró que los 
controles estériles fueron responsables de la solubilización del 20% P, lo que se atribuyó al efecto 
que tiene el medio de cultivo. En la configuración de un paso (1p) no hubo producción de SO4-2, 
por lo que se concluyó que no hubo crecimiento evidente del microorganismo y la solubilización 
de P alcanzada (56%) fue debido al efecto de medio de cultivo y al efecto del inóculo ácido de A. 
thiooxidans. Contrario a esto, la configuración de dos pasos (2p) produjo 34000 ppm de SO4-2, lo 
que permitió solubilizar el 100% de P de la roca fosfórica. En ensayo químico con H2SO4 alcanzó 
85% de solubilización.  Los análisis de FTIR mostraron que el yeso es la fase principal en ambas 
configuraciones, pero la configuración de 1p presentó además bandas correspondientes a calcita y 
a fluorapatita. A partir de estos resultados se concluyó que la configuración 2p es la más adecuada 
para llevar a cabo el proceso de acidulación incluso por encima de la acidulación química usando 
H2SO4. ya que permite la solubilización completa del P de la roca fosfórica y la disolución de las 
fases calcita y fluorapatita, mientras que el A. thiooxidans no es viable en contacto con la roca 
fosfórica en la configuración 1p. 
 
Palabras clave: Acidithiobacillus thiooxidans, Azufre elemental, Flúor, Roca fosfórica, Sulfatos. 
3.1.  Introducción  
Acidithiobacillus thiooxidans es una bacteria acidófila extrema que tiene la capacidad de oxidar 
fuentes reducidas de azufre como sulfuros (S2-), azufre elemental (S0) o tiosulfatos (S2O32-) para 
obtener energía. A partir de la completa oxidación de compuestos de azufre se obtienen sulfatos 
(SO42-) como producto del metabolismo primario, lo que en presencia de iones H+ disminuye el pH 
hasta valores extremos. Es una bacteria mesófila, aeróbica y quimiolitoautótrofa, por lo que usa el 
CO2 atmosférico como fuente de carbono, empleando la energía obtenida de la oxidación del 




azufre. La oxidación de azufre inorgánico es un factor fundamental en la bioquímica del ciclo del 
sulfuro y en las transformaciones de azufre en el suelo y en los sedimentos (Robertson & Kuenen, 
2006). Además, la producción de ambientes ácidos es fundamental en las aplicaciones 
biotecnológicas de lixiviación, ya que a diferencia de bacterias que oxidan hierro como A. 
ferrooxidans o L. ferrooxidans, la capacidad de lixiviación de A. thiooxidans se basa en el ataque 
ácido.  
 
A. thiooxidans fue descrita por primera vez en 1921 por Waksman & Joffe (1921) y desde entonces 
ha sido identificada en diferentes ambientes ácidos ricos en azufre, como minas de uranio, carbón y 
cobre, en lixiviación en pilas, en sistemas de aguas residuales e incluso en el mar. En las últimas 
décadas ha habido gran interés en A. thiooxidans debido a su participación en procesos de 
biolixiviación, donde juega un rol importante debido que mantiene las condiciones ácidas 
necesarias para la comunidad microbiana por medio de la producción de ácido sulfúrico, y 
remueve capas de azufre de los minerales facilitando la disolución. La bacteria Acidithiobacillus 
thiooxidans ha sido usada en muchos estudios de lixiviación, aprovechando su capacidad de oxidar 
sulfuros (Bobadilla Fazzini et al., 2013), facilitado por la capacidad de adherirse a superficies 
(García-Meza, Fernández, Lara, & González, 2012). Ejemplos son la lixiviación de pirita (Lara 
et al., 2010), remoción de H2S en efluentes gaseosos (Ramirez et al., 2009) o en aguas subterráneas 
(Starosvetsky, Zukerman, & Armon, 2013), remoción de metales pesados de suelos contaminados 
(Nareshkumar, Nagendran, & Parvathi, 2007) y de lodos de aguas residuales (Wen, Wang, Tang, 
& Chen, 2012), entre otras. Además de las aplicaciones biotecnológicas relacionadas con el 
proceso de oxidación de sulfuros, también se ha estudiado el aprovechamiento del ácido sulfúrico 
producido por la bacteria para la disolución de materiales no sulfurados (Liu, Lan, & Cheng, 2004; 
Lors, Chehade, & Damidot, 2009). Estos ácidos permiten remplazar o complementar procesos 
químicos que se llevan a cabo utilizando ácidos fuertes.  
 
Una aplicación del ácido producido por bacterias acidófilas es la solubilización de fósforo de la 
roca fosfórica como un proceso equivalente a la solubilización química con ácido sulfúrico. La 
roca fosfórica se utiliza ampliamente como un fertilizante de fuente de P y suele estar compuesta 
por fluorapatita y por minerales accesorios como los carbonatos. Aunque son pocos los estudios 
realizados sobre la acidulación de roca fosfórica empleando bacterias acidófilas, se encuentran 
entre ellos diferencias fundamentales en los esquemas de solubilización y en el efecto negativo que 
puede tener el flúor y los carbonatos sobre el microorganismo. Como ejemplos de estudios de 
acidulación de la roca fosfórica en procesos a un paso se tienen el realizado por Ru-an Chi, Huang, 
Xiao, Wu, & Zhang (2009) y R. Chi et al. (2006), quienes emplearon la bacteria A. ferrooxidans en 
un proceso a un paso, con pirita como fuente de energía y con 1g/L de roca fosfórica, alcanzando 
de 9 a 15% de P solubilizado, y el realizado por Xiao et al. (2011), quienes llevaron a cabo la 
solubilización de roca fosfórica empleando por separado la bacteria termófila A. caldus y la 
bacteria mesófila A. thiooxidans en procesos a un paso, logrando solubilizar 28% y 25% de fósforo 
respectivamente, a partir de un 0.5 g/L de material. Contrario a estos estudios realizados a un paso, 
Bhatti & Yawar (2010) llevaron a cabo ensayos de solubilización empleando un consorcio y cepas 
puras de A. ferrooxidans y A. thiooxidans con lodos de sulfuros como fuente de energía, en un 
proceso a dos pasos, con el fin de evitar el consumo del ácido del medio de cultivo, lo que podría 
llevar a la inviabilidad de A. thiooxidans. Gracias a esto obtuvieron una solubilización de P2O5 del 
70% para el consorcio y del 40% para cada una de las cepas. Chen et al. (2002) llevaron a cabo un 
proceso a dos pasos de solubilización de roca fosfórica empleando la bacteria A. thiooxidans y 
azufre elemental como fuente de energía, empleando 1 g/L de roca fosfórica. Inicialmente 
plantearon el proceso a un paso donde sólo alcanzaron 24% de solubilización de P, así que con el 
fin de evitar la inhibición de A. thiooxidans debido al flúor presente en la fluorapatita, cambiaron el 
esquema de solubilización a dos pasos, logrando solubilizar 100% de fósforo.  
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En el presente trabajo se evaluó la concentración de azufre elemental bajo la cuál se obtuviese la 
mayor producción de SO4-2 y se estudiaron dos esquemas de solubilización: a un paso (1p) y a dos 
pasos (2p), con el fin de evaluar i) la viabilidad y la capacidad de adaptación de A. thiooxidans a 
concentraciones bajas de roca fosfórica (1%), y  ii) establecer el esquema es más adecuado.  
3.2.  Materiales y métodos 
3.2.1. Selección de la concentración de azufre 
Se empleó la cepa de Acidithiobacillus thiooxidans ATCC 19377 de American Type Culture 
Collection (ATCC), U.S.A., usando diferentes concentraciones de azufre. Los ensayos se 
realizaron en duplicado con un control estéril, en Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL efectivos de 
medio 9K (Silverman & Lundgren, 1959). Este medio de cultivo se compone (en g/L) por: 0.5 
(NH4)2SO4, 0.5 MgSO4.7H2O, 0.5 K2HPO4, 0.1 KCl y 0.01 Ca(NO3)2. Se agregaron 
concentraciones de azufre elemental de 1, 2, 3, 4 y 5% (p/v) previamente esterilizado, y 10% (v/v) 
de inóculo con una concentración celular de aproximadamente 108 cel/mL. Los ensayos se 
colocaron en un agitador orbital, a una temperatura de 30 °C y 180 rpm, durante 15 días. 
 
§ Monitoreo de parámetros químicos del proceso 
 
El monitoreo del proceso se realizó cada tres días, tomando muestras en tubos Falcon en una 
cámara de flujo laminar horizontal. Las alícuotas se emplearon para realizar mediciones de pH, 
usando un pHmetro HQ 40d multi HACH Company® con un electrodo de KCl (PHC301), y de 
SO4-2 en solución de acuerdo al método turbidimétrico 4500 SO42- E de la American Public Health 
Association (Clesceri, 1998), usando el espectrofotómetro Genesys 10 UV de Thermo Scientific®. 
 
§ Análisis estadístico 
 
Los resultados obtenidos para pH y producción de SO4-2 se evaluaron mediante un análisis de 
varianza (ANOVA) y con una prueba de t (LSD) de varianzas múltiples, usando el software 
estadístico SAS, versión 3.1 (básico), con el fin de determinar si existen diferencias significativas 
entre los tratamientos implementados. Se tuvo en cuenta para el desarrollo de este procedimiento la 
independencia entre las observaciones estimadas, la normalidad en los residuales y la 
homogeneidad en las varianzas estudiadas, además de considerarse un nivel de significancia 
α=0.05. 
3.2.2. Esquema de solubilización: 1 paso vs. 2 pasos 
§ Crecimiento microbiano  
 
Para los ensayos de solubilización fue usada una cepa de la bacteria Acidithiobacillus thiooxidans 
(ATCC 19377) obtenida de American Type Culture Collection (ATCC), U.S.A. Se empleó el 
medio 9K (Silverman & Lundgren, 1959) como medio de cultivo. La composición de este medio 
(por litro) es de 3.0 g (NH4)2SO4, 0.5 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4·7H2O, 0.1 g KCl y 0.01 g 
Ca(NO3)2·5H2O. El medio de cultivo se suplementó con azufre elemental y se ajustó a un pH 
inicial de 2.5 con H2SO4. 
 
 




§ Experimentos de lixiviación  
 
Los experimentos de lixiviación se llevaron a cabo en Erlenmeyer de 500 mL con un volumen 
efectivo de 190 mL del medio 9K, suplementado con 4% (p/v) de azufre elemental e inoculado con 
10% (v/v) de inóculo previamente activado. Se adicionó 1% (p/v) de roca fosfórica en dos 
configuraciones diferentes: simultáneamente con el inóculo (un paso) y después de 9 días de 
crecimiento bacteriano (dos pasos), con el fin de determinar si el proceso de solubilización es 
viable a un paso o si es necesario un tiempo de crecimiento previo antes de añadir la roca fosfórica. 
La duración de los experimentos a dos pasos fue de 11 días, dejando en contacto con el material 
dos días a partir de la adición.  Para ambas configuraciones se empleó un control estéril con el 
mismo volumen y condiciones pero sin inóculo. Los ensayos fueron incubados en un agitador 
orbital a 180 rpm y 30 ˚C. Se realizó además un experimento en duplicado de la solubilización de 
roca fosfórica empleando H2SO4, a las mismas concentraciones que el ácido bacteriano para el 
proceso de 2p y empleado las mismas condiciones que las descritas para el proceso a dos pasos. 
 
§ Métodos de análisis 
 
Se tomaron alícuotas de 5 mL cada tres días, y para el ensayo de dos pasos todos los días después 
de añadido el material hasta el final del estudio en el día 11. Las alícuotas se emplearon para los 
análisis de  pH, concentración de SO42- en solución y concentración de P soluble en solución (sólo 
para los ensayos que tuvieran roca fosfórica). Los resultados se dan como promedios con la 
respectiva desviación estándar. El pH de las suspensiones se midió después de muestrear, usando 
un pH metro HQ 40d multi HACH Company® con electrodo de KCl (PHC301). La concentración 
de SO42- en solución se determinó por el método espectrofotométrico 4500 SO42- E turbidimetric 
method (Clesceri, 1998) y la concentración de P soluble fue determinada por el método 
espectrofotométrico 4500-P C vanadomolybdophosphoric acid colorimetric method (Clesceri, 
1998), con una longitud de onda de 470 nm. Ambos métodos se llevaron a cabo usando un 
espectrofotómetro 10 UV de Thermo Scientific®. 
 
§ FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy) 
 
Después del proceso de lixiviación, las suspensiones fueron filtradas para recuperar los sólidos, los 
cuales se secaron al aire y el material resultante fue molido con mortero de ágata hasta alcanzar un 
tamaño de partícula de 74 µm, necesario para los análisis. El espectro infrarrojo de la roca 
fosfórica procesada se obtuvo usando un FTIR Shimadzu, modelo FTIR 8400S. Las muestras para 
las mediciones se prepararon mezclando 99 mg de KBr y 1mg de roca fosfórica. La mezcla se 
presionó a 10 t hasta obtener una pastilla para el análisis. Las mediciones se llevaron a cabo en un 
intervalo entre 4000 y 400 cm-1, correspondientes al rango del infrarrojo medio, modo 
transmitancia, con apodizacion Happ-Genzel, usando resolución 4 cm-1 y 24 barridos. Los 
resultados se trataron y se analizaron posteriormente con el software IR Solution v. 1.3. 
3.3. Resultados  
3.3.1. Selección concentración de azufre 
La figura 3-1 muestra el cambio de pH en el tiempo para las cinco concentraciones de azufre (1, 2, 
3, 4, 5 %). Se puede ver una tendencia a lo largo del tiempo donde el ensayo con 1%S0 es el que 
menos baja el pH, llegando a 0.5. Los ensayos con 2%S0 y 3%S0 mostraron un comportamiento 
intermedio con un pH de 0.4 hacia el día 16. Por último los ensayos donde se agregaron 4%S0 y 
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5%S0 mostraron los pH más bajos (0.3). La tendencia de separación entre concentraciones de 
azufre se hizo más visible conforme pasó el tiempo. En la figura 3-2 se puede ver la producción de 
SO4-2 para las 5 concentraciones de azufre mencionadas. A partir de la medición del día 6 
comenzaron a ser más evidentes las diferencias entre los ensayos. La menor concentración de SO4-2 
(27300 ppm) se observó al final del ensayo 1%S0, seguida por los ensayos con 2%S0 y 3%S0 
(37000 ppm y 39000 ppm, respectivamente), mientras que los ensayos con 4 y 5% S0 fueron los 
que mostraron mayor producción de SO4-2 (63000 ppm y 56000 ppm, respectivamente). Los 
controles estériles no presentaron ningún cambio en el pH o en el ácido producido  (figuras 3-1 y 
3-2). La figura 3-3 muestra el porcentaje de S0 consumido por A. thiooxidans después de 15 días de 
crecimiento. El tratamiento que mayor consumo tuvo fue el de 1%S0, llegando al 80%. Las 
concentraciones de 3, 4 y 5%S0 mostraron alrededor de  40% de S0 consumido. 
 
Con respecto a la tendencia general en la producción de SO4-2, en las figura 3-2 se evidenció cómo 
durante los primeros 9 días hubo una producción exponencial de SO4-2, correspondiente con una 
disminución exponencial del pH (figura 3-1). Después del día 9 hubo una disminución en la tasa de 
producción de SO4-2 pero no se llegó a estabilizarse o a llegar a una fase estacionaria. 
 
Figura 3-1: pH cultivo de A. thiooxidans usando 1, 2, 3, 4 y 5% S0.  
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Figura 3-2: Sulfato producido por A. thiooxidans usando 1, 2, 3, 4 y 5% S0.  
C: controles estériles. 
 
Figura 3-3: Porcentaje de S0 consumido por A. thiooxidans usando 1, 2, 3, 4 y 5% S0. 
Se toma como base 1 g de S0 
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Para establecer si las diferencias entre la producción de SO4-2 y el pH fueron significativas, se 
realizó un análisis estadístico ANOVA. Inicialmente se obtuvo tanto para el pH como para la 
concentración de SO4-2 que los datos cumplieron con una distribución normal, con valores p de 
0.7852 y 0.3643, respectivamente. El análisis de varianzas arrojó un valor p de 0.0056 y 0.0006 
para el pH y el SO4-2 producidos respectivamente, indicando que hay diferencias significativas 
tanto para pH como SO4-2 entre al menos dos de los cinco ensayos. Llevando el análisis más lejos, 
por medio de la prueba de diferencia de medias de t, se encontró que tanto para el pH como para la 
concentración de sulfato, entre los ensayos del 4%S0 y el 5%S0 no hubo diferencia significativa, 
pero si la hubo entre los resultados del 3%S0 y el 4%S0. Esto indica que la producción de ácido 
sulfúrico (reflejada tanto en el pH como en la concentración de SO4-2) fue significativamente 
mayor en el ensayo de 4%S0, en comparación con el de 3%S0, pero que no hubo diferencia entre la 
producción de los ensayos donde se usaron 4 y 5%S0.  
3.3.2. Esquema de solubilización: 1 paso vs. 2 pasos 
§ Crecimiento bacteriano  
 
En la figura 3-5, el ensayo a un paso (1p) no mostró incremento en la producción de ácido, por lo 
que no hubo un decrecimiento del pH significativa (figura 3-4), al contrario, el pH aumentó 
durante los primeros tres días llegando a 3.5, para luego disminuir hasta 2.9 y quedar estable cerca 
de ese valor hasta el final del experimento. La concentración de SO4-2 se mantuvo cercana a 5000 
ppm, seguramente debido a que a lo largo del experimento no hubo producción bacteriana de 
ácido. Un comportamiento similar se presentó en el control estéril a un paso (C-1p), donde el pH 
incrementó durante los primeros tres días y permaneció constante hasta el final en valores cerca de 
5, y la concentración de SO4-2 no presentó ningún cambio a lo largo del experimento.  
 
Figura 3-4: pH A. thiooxidans para los esquemas de solubilización de la roca fosfórica a 1p y 2p.  
Control ensayo a un paso (C-1p) (-▲-), ensayo inoculado a un paso (1p) (▲), control ensayo a dos 
pasos (C-2p) (- ☐ -), ensayo inoculado a dos pasos (2p) ( ). Las barras de error son más pequeñas 
que los símbolos. 
 





















Figura 3-5: Sulfato producido por A. thiooxidans para los esquemas de solubilización de la roca 
fosfórica a 1p y 2p. 
Control ensayo a un paso (C-1p) (-▲-), ensayo inoculado a un paso (1p) (▲), control ensayo a dos 
pasos (C-2p) (-   -), ensayo inoculado a dos pasos (2p) ( ).  
 
 
Se puede ver en el ensayo a dos pasos (2p) (figura 3-5), que durante los primeros nueve días antes 
de la adición de la roca fosfórica la producción de ácido fue exponencial, alcanzando 
concentraciones de ácido de 34000 ppm y correspondientemente una disminución constante en el 
pH,  alcanzando valores mínimos de alrededor de 0.6 (figura 3-4). Después de añadir la roca, la 
concentración de SO4-2 en solución disminuyó y el pH aumentó levemente. Al finalizar el 
experimento la concentración de SO4-2 en solución fue de 20300 ppm, evidenciando la existencia 
de un remanente de sulfatos en la solución. Después de la adición de la roca fosfórica no hubo 
aumento en la concentración de ácido ni disminución en el pH, comportamiento que continuó hasta 
el día 11. El pH del control estéril a dos pasos (C-2p) incrementó drásticamente de 1.6 a 5 al 
adicionar la roca y la concentración de SO4-2 permaneció relativamente constante y baja (alrededor 
de 5000 ppm) a lo largo de los 11 días de duración del experimento. 
 
§ Solubilización de P 
 
En la figura 3-6 se puede observar el comportamiento del fósforo en solución a través del tiempo 
para los diferentes experimentos. Para los ensayos a 1p se pudo observar que la concentración de P 
solubilizado tuvo un aumento leve entre los días 3 al 6, estabilizándose alrededor de 490 ppm hacia 
el final del experimento (día 9). Se pudo observar además que C-1p solubilizó aproximadamente 
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Figura 3-6: Fósforo en solución para los esquemas de solubilización de la roca fosfórica a 1p y 2p. 
Control ensayo a un paso (C-1p) (-▲-), ensayo inoculado a un paso (1p) (▲), control ensayo a dos 
pasos (C-2p) (- ☐ -), ensayo inoculado a dos pasos (2p) (☐). 
 
Para 2p, antes de adicionar la roca fosfórica la concentración de P (figura 3-6) en solución fue 
mínima (73 ppm). Después de adicionar la roca fosfórica la concentración de P en solución 
aumentó sustancialmente, alcanzando valores alrededor de 900 ppm de P para los ensayos 
inoculados y de 130 ppm para C-2p. Comparando los resultados de P en solución para 2p contra 
los obtenidos para 1p, 2p solubilizó casi el doble de P (ppm) que 1p.  
 
La figura 3-7 muestra el porcentaje de fósforo solubilizado por los ensayos inoculados, los 
controles de los procesos a un paso y dos pasos, y el ensayo de solubilización química empleando 
ácido sulfúrico. El porcentaje más alto se obtuvo en 2p, alcanzando casi el 100% P solubilizado, 
seguido por el ensayo con ácido sulfúrico con un 86% de P, y 1p con un 56%. Ambos controles (C-
1p, C-2p) solubilizaron cerca del 20% P. 
 
























Figura 3-7: Porcentaje de P solubilizado utilizando 1% de roca fosfórica, para los esquemas de 
solubilización de la roca fosfórica a 1p y 2p. 
Control ensayo a un paso (C-1p), ensayo inoculado a un paso (1p), control ensayo a dos pasos (C-
2p), ensayo inoculado a dos pasos (2p), ensayo con ácido sulfúrico (H2SO4). 
 
 
§ Mineralogía del proceso  
 
Debido a la alta cantidad de azufre usado en comparación con la cantidad de roca fosfórica (4 % 
vs. 1 %), no fue posible realizar el análisis de DRX para las muestras tratadas, ya que el azufre era 
la única fase predominante. Por lo tanto el seguimiento a los cambios mineralógicos del proceso se 
hizo por medio de análisis de FTIR. Los resultados de FTIR se presentan en la figura 3-8 y la tabla 
3-1, donde los modos vibracionales se especifican para cada fase mineral.  
 
Como se mencionó en el capitulo 2, el análisis de FTIR de la roca fosfórica sin tratar indica que 
está compuesta por fluorapatita (Ca5(PO4)3F), calcita (CaCO3), cuarzo (SiO2) y ankerita 
(CaFe2+(CO3)2). Excepto por algunas bandas de carbonatos (2515, 1800, 712 cm-1), los controles 
estériles presentaron el mismo patrón de bandas que la muestra de la roca fosfórica sin tratar, 
evidenciando la presencia de cuarzo (1170, 797, 779, 696 y 513 cm-1), fluorapatita (1094, 1043, 
964, 601, 570 y 470 cm-1) y las bandas más significativas de los carbonatos (1455, 1430 y 874 cm-
1). Aún así, estas bandas son en general de menor intensidad en los controles estériles que en la 
roca fosfórica sin tratar. En ambos ensayos inoculados el yeso fue la fase predominante, pero 
además en 1p se detectaron bandas de calcita (1430, 874 cm-1) y hombros residuales de las bandas 
más significativas de fluorapatita (570 y 1043 cm-1), que se señalan con flechas rojas en al figura 3-
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Figura 3-8: Análisis de FTIR para los esquemas de solubilización de la roca fosfórica a 1p y 2p. 
De abajo hacia arriba: Roca fosfórica sin tratar (RF), control del ensayo a un paso (C-1p), control 
del ensayo a dos pasos (C-2p), ensayo inoculado a un paso (1p) y ensayo inoculado a dos (2p). Las 



























































Tabla 3-1: Bandas de FTIR correspondientes a la figura 3-8. 
ν1: Symmetric stretching vibration, ν2: Out-of-plane bending vibration, ν3: Asymmetric stretching 
vibration and ν4: In-plane bending vibration  
Mineral Bandas (cm-1) Modos Vibracionales Referencias 
Fluorapatita 1094, 1043 ν3 (PO43- )  (Paz et al., 2012)	
964 ν1 (PO43- ) 
601, 570 ν4 (PO43- ) 
470 ν2 (PO43- ) 
Calcita-Ankerita 2515 (ν1+ ν3 ) (CO32-) (Böttcher et al., 1997; Huanc 
et al., 1960; Rodriguez-Blanco 
et al., 2011; Veerasingam & 
Venkatachalapathy, 2014)	
1800 (ν1+ ν4 ) (CO32-) 
1430 ν3 (CO32-) 
874 ν2 (CO32-) 
712 ν4 (CO32-) 
Ankerita 1455 ν3 (CO32-) 
Cuarzo 1170 ν3 (Si-O) (Saikia & Parthasarathy, 2010; 
Saikia et al., 2008)	797, 779 ν1 (Si-O) 
696 ν2 (Si-O) 
513 --- 
436 ν4 (Si-O) 
Yeso 3551 ν3 (H2O) (Prasad, 2005) 
3409, 3245 ν1 (H2O) 
3493 ν1 (H2O) 
2230, 2109 --- 
1684, 1626 ν2 (H2O) 
1120 ν3 (SO42-) 
1004 ν1 (SO42-) 
668, 605 ν4 (SO42-) 
466 ν2 (SO42-) 
Otros 3430 νstreaching (O-H) (Saikia & Parthasarathy, 2010) 
	1630 νbending(O-H) 
2925, 2855 νstreaching (C-H) 
 
3.4. Discusión  
3.4.1. Selección concentración de azufre 
En las figuras 3-1 y 3-2 se puede ver como  a mayor concentración de azufre elemental mayor es la 
concentración de SO4-2 producido y mayor la disminución en el pH del medio, lo que se puede 
entender como que a mayor concentración de azufre elemental, mayor es el crecimiento del cultivo 
bacteriano. Al aumentar la concentración de azufre elemental en el medio de cultivo hay una 
mayor concentración de azufre disponible que A. thiooxidans puede emplear para su crecimiento 
(Garrity et al., 2005). Las bacterias quimiolitoautótrofas tienen la capacidad de usar compuestos 
inorgánicos reducidos como donadores de electrones (fuente de energía), obteniendo compuestos 
oxidados como productos de su metabolismo. En el caso particular de A. thiooxidans, esta toma su 
energía de compuestos reducidos de azufre como es el azufre elemental, produciendo SO4-2 como 
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producto final del metabolismo (Henry Lutz Ehrlich & Newman, 2008). Debido a esto es 
fundamental hacer un seguimiento de SO4-2 en el medio de cultivo por medio del estudio del 
cambio en el pH y del cambio en la concentración de SO42. Estas variables están estrechamente 
relacionadas ya que a medida que aumenta la concentración de SO4-2 en solución más se acidificará 
el medio y menor será el pH. Este comportamiento se evidencia en las figuras 3-1 y 3-2 donde un 
aumento en la concentración de SO4-2 se refleja en la disminución continua del pH.  El aumento del 
crecimiento en presencia de mayor cantidad de sustrato alcanza un límite donde por más sustrato 
que se encuentre disponible no va a aumentar su consumo, y por lo tanto no va a haber mayor 
producción de SO4-2. Según el análisis estadístico este límite se alcanzó en 4%S0, ya que entre 
4%S0 y 5%S0 no se observaron diferencias significativas en la producción de SO4-2 ni en la 
disminución del pH del medio de cultivo. A partir de este punto, aparentemente el azufre elemental 
se vuelve un reactivo en exceso, por lo que no es conveniente alcanzar este punto para no incurrir 
en pérdidas de reactivo y por lo tanto pérdidas económicas.  
 
Un análisis de la tendencia en la concentración de SO4-2 (figura 3-2) permite identificar las fases de 
producción del metabolito primario de Acidithiobacillus thiooxidans y por lo tanto las fases de 
crecimiento del microorganismo (Doran, 1995). Inicialmente no hay presencia de una fase lag 
evidente en ninguna de las configuraciones sino que la bacteria comienza inmediatamente con la 
producción exponencial de SO4-2 durante los primeros 9 días. Posteriormente el ensayo con la 
menor concentración de azufre (1%S0) alcanza un plateau, posiblemente debido al agotamiento del 
sustrato, ya que a partir de la figura 3-3 se ve como alcanza un 80% del azufre elemental 
consumido. Para el resto de configuraciones (2, 3, 4 y 5% S0) la producción de SO4-2 no se ve 
atenuada y aún hay sustrato disponible para el crecimiento del microorganismo (figura 3-3). De 
este último resultado podría considerarse emplear mayor tiempo de crecimiento para así aumentar 
el consumo de azufre y por lo tanto la producción de sulfatos, mejorando la eficiencia del sustrato. 
3.4.2. Esquema de solubilización: 1 paso vs. 2 pasos 
§ Crecimiento microbiano 
 
En el proceso a un paso, el ensayo inoculado (1p) y el control estéril (C-1p) presentaron tendencias 
similares en los cambios de pH y la concentración de SO4-2 (figuras 3-4 y 3-5), aunque 1p sigue 
esta tendencia a un pH más bajo que C-1p. Este comportamiento puede explicarse debido a que el 
inóculo de Acidithiobacillus thiooxidans proviene de un cultivo con un pH de 0.8, por lo que 
acidifica el medio en el que se inocula, disminuyendo el pH de 1p. Esta disminución en el pH 
también se puede evidenciar al inocular el medio de cultivo 9K, que inicialmente se ajusta a un pH 
de 2.5 (como se describe en la sección 3.2.2) y después de ser inoculado alcanza un pH de 1.6, 
siendo este el pH al que inicia la configuración 2p (figura 3-4). Aún así, cabe resaltar que la 
configuración 1p no inicia a un pH de 1.6, ya que aunque se inocule con el cultivo ácido, la roca 
fosfórica se añade simultáneamente con el inoculo, por lo que componentes de la roca fosfórica 
como la calcita (CaCO3) y la fluorapatita (Ca5F(PO4)3), consumen el ácido de la solución (que 
corresponden al ácido del medio de cultivo y del inóculo). Esto lleva a un incremento del pH desde 
el inicio del experimento (día cero) y a la producción de yeso (CaSO4˙2H2O), ácido fluorhídrico 
(HF) y CO2 efervescente, como se explican en las ecuaciones 1.1 (para la fluorapatita) y 1.2 (para 
la calcita) (Bhatti & Yawar, 2010; Young, Westfall, & Colliver, 1985). Debe quedar claro que en 
ningún momento el medio de cultivo al que se le ha añadido roca fosfórica puede acidularse para 
ajustar (bajar) su pH, ya que la reactividad de la roca fosfórica con el ácido sulfúrico llevaría a la 
disolución de la fluorapatita, lo que iría en contra del objetivo del proceso que es determinar la 
solubilización de fósforo empleado el ácido biogénico.  
 




Posterior al día tres del ensayo se evidenció una ligera disminución en el pH que podría indicar 
alguna actividad bacteriana, aunque posterior a este día no hay ningún cambio en el pH ni 
evidencia en el crecimiento por medio de la producción de sulfatos. Otra posible explicación a la 
oscilación en el pH podría ser una disolución parcial de los componentes de la roca fosfórica, 
llevada a cabo por el ácido inicial del ensayo (ácido del medio y ácido del inóculo) y dependiente 
de la facilidad de las fases minerales presentes para disolverse. Esta hipótesis la respalda la figura 
3-6, en la que el ensayo a 1p evidencia en los primeros tres días una solubilización leve de P, y 
entre los días tres y seis hay una solubilización mayor de P hasta estabilizarse para el final del 
experimento, lo podría indicar una disolución por partes de la fluorapatita. Tampoco se registró un 
aumento en la producción de SO4-2, y ya que los SO4-2 son el metabolito primario de 
Acidithiobacillus thiooxidans, un aumento en estos es una evidencia directa del crecimiento celular 
(Doran, 1995). De estos resultados se puede considerar que no hay evidencias claras que lleven a 
pensar que hay crecimiento microbiano ni que el microorganismos es viable al final el proceso 
cuando la roca se añade al inicio del experimento, incluso si se emplean concentraciones bajas de 
material. Resultados similares fueron reportados por Maochun et al. (2002), quienes llevaron a 
cabo un ensayo de solubilización con un cultivo de A. thiooxidans en un proceso a un paso y a dos 
pasos, para evaluar el efecto que el flúor de la roca fosfórica pudiera tener en el cultivo. Los 
autores encontraron que el proceso a dos pasos consigue solubilizar el 100% de P mientras que el 
proceso a un paso sólo solubiliza el 21%. Además encontraron que al aumentar la concentración de 
flúor el crecimiento bacteriano se iba retrasando, y por ejemplo con concentraciones de flúor por 
encima de 4 ppm la fase lag tuvo una duración de hasta 8 días, por lo que la tasa de oxidación de 
azufre disminuyó rápidamente, 
 
De acuerdo con los resultados de la caracterización inicial de la muestra (capítulo 2), según el 
análisis químico (FRX) la roca fosfórica empleada en este estudio tiene un 1.1% de flúor y a partir 
del análisis de DRX y FTIR el componente principal de la roca fosfórica empleada es la 
fluorapatita, mineral que contiene flúor en su estructura. El flúor es ampliamente usado como 
agente antimicrobiano por su capacidad inhibitoria. Se ha encontrado en el caso particular de 
Acidithiobacillus thiooxidans el efecto negativo que tiene el ion fluoruro para el desarrollo del 
microorganismos. El efecto de inhibición en el microorganismo es dependiente del pH. A pH 
ácidos (2.3) el flúor en solución se encuentra en forma de HF, un ácido libre que puede penetrar 
membranas. Por lo tanto puede ser tomado por las células a pH de 2.3 en la forma de HF y 
disociarse dentro de las células a un pH neutro en la forma de H+ y F-, lo que destruye el ΔpH y la 
actividad. Incluso a concentraciones tan bajas como 0.5 mM ya no se registra actividad oxidativa. 
A pH de 4.5 sólo el 10% del flúor existe como HF por lo que la inhibición requeriría 
concentraciones 10 veces mayores de flúor. A un pH de 7, incluso concentraciones tan altas como 
las 200 mM no parece inhibir la oxidación de azufre (Suzuki et al., 1999). También para otras 
bacterias del género Acidithiobacillus, como Acidithiobacillus ferrooxidans, se ha reportado 
inhibición bacteriana en procesos de lixiviación (Dopson, Lövgren, & Boström, 2009), 
ocasionando pérdidas en la productividad de procesos de lixiviación de Cu (Brierley & Kuhn, 
2010). Además de especies bacterianas, también se encontraron estudios de inhibición en el 
crecimiento y en la solubilización de fósforo cuando se emplea el hongo Aspergillus niger, debido 
a la presencia de flúor en la roca fosfórica, llevando a la disminución de hasta 55% del fósforo 
solubilizado (Mendes et al., 2013).  Según los resultados de FRX obtenidos en el capitulo 2, la 
concentración de flúor en la roca fosfórica es del 1.1%, por lo que al disolverse la concentración en 
solución podría ser de hasta  aproximadamente 60 mM o 1100 ppm por cada 100 g de material. 
Esta concentración a un pH de 2.3 o menor puede llevar a la inhibición del microorganismo 
(Maochun et al., 2002; Suzuki et al., 1999), por lo que no se lleva a cabo la oxidación de azufre 
elemental.  
 
Capitulo 3                39 
	
	
Además de la alta concentración de flúor, otro factor que puede llevar a la inhibición en el 
crecimiento de A. thiooxidans es la temperatura. La reacción que se lleva a cabo al acidular la roca 
fosfórica con ácido sulfúrico es una reacción exotérmica, por lo que la generación de calor es una 
variable muy importante en este proceso, llevando a que en escalas industriales deban 
implementarse enfriadores (Robinson, 1980). Debido a que la temperatura óptima para A. 
thiooxidans es de 28˚C a 30 ˚C (Garrity et al., 2005), un aumento en la temperatura ocasionada por 
la acidulación de la roca, puede llevar a la inhibición del crecimiento.   
 
Debido a que una de las intenciones que se tenía con el estudio era determinar la capacidad de 
adaptación de A. thiooxidans a la roca fosfórica, se empleó una concentración muy baja del mineral 
(1% p/v) para permitir que el microorganismo no fuera inhibido por un exceso de un material 
exógeno, sino que se reprodujera y lograra adaptarse a la presencia de al roca. Es conocido que los 
microorganismos poseen la capacidad de tolerar la presencia de elementos en su medio de cultivo, 
llegando a conferir resistencia a metales. Esta propiedad se utiliza ampliamente en procesos de 
biolixiviación donde la adaptación previa del microorganismo juega un rol importante en el 
mejoramiento de las tasas de lixiviación del proceso, ya que permite que la bacteria trabaje más 
eficientemente a altas concentraciones de metales y otros elementos adversos (Ravindra, 2015). 
Estudios con cepas de A. thiooxidans nativas, aisladas de minas de cobre en Chile han permitido 
identificar genes que codifican para proteínas relacionadas con la tolerancia a metales pesados, 
adhesión celular y biosíntesis de cisteína, ubicados en islas genómicas lo que sugiere transferencia 
horizontal de genes en ambientes de mina. Estos genes no fueron identificados en previos estudios 
genómicos de cepas comerciales de A. thiooxidans, lo que sugiere que estos factores son 
fundamentales en la capacidad de lixiviación y oxidación de A. thiooxidans, ya que permiten que 
se adapte a ambientes extremos (Travisany et al., 2014). Aun así, como ya se explicó 
anteriormente, para el presente caso no hay evidencia de que el microorganismo fuera viable 
después de añadir al medio de cultivo la roca fosfórica, incluso a bajas concentraciones. 
 
Contrario al comportamiento de 1p, en la configuración a 2p se produjo SO4-2 exponencialmente 
durante los 9 días previos a la adición de al roca (figura 3-5). Este comportamiento se podría 
traducir como un crecimiento exponencial del microorganismo que ocurre cuando hay condiciones 
idóneas de cultivo (sin ningún elemento exógeno inhibitorio). Al añadir la roca fosfórica (día 
nueve) la concentración de SO4-2 en solución disminuyó debido al consumo por parte de los 
carbonatos del material (según las ecuaciones 1.1 y 1.2), pasando de 33800 ppm antes de la adición 
de la roca a 20300 ppm para el último día del experimento. Consecuentemente el pH incrementó 
levemente de 0.64 a 0.77. La reacción que ocurre en la acidulación de la roca fosfórica consiste en 
el remplazo de Ca de la fluorapatita y la calcita por un ácido más fuerte que el ácido fosfórico o 
que el ácido carbónico, en este caso el sulfúrico, llevando a una disminución de los sulfatos en 
solución y un incremento de pH (Robinson, 1980). El consumo de los sulfatos de la solución es 
descrito también en el estudio realizado por Bhatti & Yawar (2010), donde plantean un ensayo a 
dos pasos para evitar que la adición de la roca consuma el ácido inicial del cultivo, aumentando el 
pH del medio lo que podría llevar a la inviabilidad a las bacterias acidófilas. En el estudio 
mencionado se adiciona 10% de roca después de 8 días de crecimiento, lo que lleva al consumo de 
la totalidad de los sulfatos del medio. 
  
Posterior a la adición de la roca fosfórica 2p no evidenció crecimiento de los microorganismos. El 
pH permaneció constante en 0.7 y los sulfatos en solución continuaron disminuyendo en el tiempo. 
Una de las razones que podría llevar al estancamiento del crecimiento de A. thiooxidans es la 
alcalinización del medio ocasionado por el consumo del ácido en solución, debido a que A. 
thiooxidans es una bacteria acidófila, y como se menciona en el estudio de Bhatti & Yawar (2010) 
el aumento del pH del medio podría llevar a la falla del proceso. Pero, ya que el consumo de ácido 
por parte de los carbonatos asociados a la roca fosfática no lleva a un agotamiento total de los 




sulfatos en solución (figura 3-5) ni a un cambio abrupto en el pH del medio (figura 3-4), se infiere 
que la inhibición del crecimiento de A. thiooxidans se dio debido a la al HF proveniente de la 
disolución de la roca fosfórica roca fosfórica (como se explicó anteriormente) o a un posible 
aumento en la temperatura del medio debido a lo exotérmico de la reacción de acidulación, pero no 
a cambios en la acidez del medio.  
 
Teniendo en cuenta que la concentración de SO4-2 en el día nueve del experimento (antes de 
agregar la roca fosfórica) era de 34000 ppm, un 40% del SO4-2 producido fue consumido durante el 
proceso de acidulación (según las ecuaciones 1.1 y 1.2), llevando a pensar que el SO4-2 producido 
en 2p excedió la cantidad de sulfato necesaria estequiometricamente para el proceso de 
solubilización de fósforo cuando se usa una concentración de pulpa del 1%. A partir de este 
resultado podría plantearse la posibilidad de emplear mayores concentraciones de roca fosfórica en 
el proceso de solubilización a dos pasos, y de esta manera aprovechar los sulfatos en exceso. Por 
otro lado, el pH de C-2p incrementó drásticamente de 1.6 a 5, seguramente debido a que, a 
diferencia del ensayos inoculados, el ensayo control no tenía suficiente ácido en solución para 
contrarrestar el consumo por parte de los carbonatos. 
 
§ Solubilización de P 
 
En la figura 3-7 se puede ver como los controles estériles llevaron a la disolución del 20% P sin 
evidencias de cambios en la concentración de SO4-2 ni en el pH (figuras 3-4 y 3-5). Ya que la única 
fuente de ácido en los controles estériles es la debida al propio medio de cultivo, el cuál es ajustado 
con H2SO4, se puede concluir que éste es responsable de solubilizar aproximadamente 200 ppm de 
P cuando se usa un 1% de roca fosfórica. La configuración 1p solubilizó alrededor de un 56% de P 
y, al igual que los controles estériles, no fue evidente el aumento en la concentración SO4-2 ni la 
disminución marcada en el pH, por lo que no hay indicios de que lleven a pensar que la acción 
bacteriana sea la responsable de solubilizar 36% más que los controles estériles. La única 
diferencia entre C-1p y 1p a la que pudiera atribuírsele el aumento en el P solubilizado es el 
inóculo de A. thiooxidans que aumenta la acidez del medio de cultivo, ya que es una alícuota de un 
cultivo a un pH de 0.8. Por último, a partir de los resultados presentados en las figuras 3-4 y 3-5 se 
evidenció como la configuración 2p produjo SO4-2 durante los nueve días de crecimiento, por lo 
que las 900 ppm de P solubilizadas (~100% P) se pueden atribuir, además del efecto de medio de 
cultivo y del inóculo ácido, a los sulfatos producto del crecimiento bacteriano. 
 
Otros estudios empleando A. thiooxidans han tenido respuestas similares, donde el proceso a dos 
pasos es más aconsejable que el proceso a un paso (Debaraj Mishra, Kim, Ralph, Ahn, & Rhee, 
2008; D. Mishra, Kim, Ralph, Ahn, & Rhee, 2007). Para aplicaciones industriales, un proceso a 
dos pasos es más apropiado, ya que permite incrementar la eficiencia en la lixiviación, al eliminar 
el enlace entre el proceso biológico y el proceso químico, lo que hace posible optimizar cada 
proceso independientemente y así maximizar la productividad (Debaraj Mishra et al., 2008). Esta 
estrategia puede ser usada cuando el material no contiene los componentes necesarios y en la 
cantidad adecuada para la viabilidad del microorganismo, cuando no están acoplados el proceso 
biológico y el proceso químico (acoplamiento que se ve en proceso de la lixiviación de pirita con 
A. ferrooxidans) o cuando el material no permite la viabilidad del microorganismo. Además, al 
emplear un proceso a dos pasos, puede ser usada mayor concentración de material en comparación 
con el proceso a dos pasos, debido a que al estar separado el proceso químico del biológico las 
altas concentraciones de material no va a interferir en el crecimiento del microorganismo. Esto  
puede resultar en un incremento del rendimiento.  
 
En la figura 3-7 se puede ver como el ensayo inoculado 2p obtuvo mayor porcentaje de P 
solubilizado que el ensayo a las mismas condiciones pero usando ácido sulfúrico. Resultados 
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similares se han encontrado en un proceso a dos pasos con A. thiooxidans para recuperar metales 
pesados, donde en el ensayo con ácido biogénico se obtienen mejores resultados que en el mismo 
ensayo pero con ácido sulfúrico (Debaraj Mishra et al., 2008). Los autores reportan que aunque el 
ensayo con ácido biogénico y en ensayo con ácido sulfúrico tienen la misma acidez, componentes 
de la solución biológica facilitan la solubilización de componentes del sólido. Los componentes 
que pueden ser responsables son probablemente metabolitos del A. thiooxidans, diferentes a los 
sulfatos, que facilitan el proceso. Se han reportado que compuestos como los exopolímeros tipo 
EPS (por sus siglas en inglés: Extracellular Polymeric Substances) pueden llegar a mejorar la 
eficiencia en procesos de lixiviación al promover la disolución de los materiales por medio de la 
corrosión (Wang et al., 2015). Los EPS en bacterias similares a A. thiooxidans como son A. 
ferrooxidans y L. ferrooxidans, son principalmente azucares neutros y lípidos, cuyas funciones 
están relacionadas con mejorar el proceso de lixiviación, lo que resulta en la aceleración de 20 a 
100 veces del proceso biológico en comparación con el proceso químico (Sand & Gehrke, 2006).   
 
• Mineralogía del proceso 
 
Debido a que el azufre es inactivo a la absorción en el infrarrojo (Sanches, Cassu, Diniz, & Dutra, 
2014), el FTIR fue el método más adecuado para este análisis en particular, ya que las muestras 
tratadas tenían un alto contenido de azufre, en comparación con la cantidad de roca fosfórica (4% 
(p/v) S0 vs 1% (p/v) roca fosfórica). Otros análisis como el DRX no permitieron diferenciar el 
mineral de la fase de azufre. 
 
El análisis de FTIR (figura 3-8 y tabla 3-1) permitió comprobar como el contacto de la roca 
fosfórica con una solución ácida alteró notablemente las fases minerales presentes en la muestra de 
roca original. Los controles estériles (C-1p, C-2p) conservaron las fases presentes en la muestra sin 
tratar, por lo que se concluye que el medio de cultivo 9K no lleva a cambios significativos en la 
mineralogía de la roca fosfórica. Aún así, hay una evidente diminución en la intensidad de las 
bandas entre los controles y las roca sin tratar. Esto puede deberse a la disolución parcial de la roca 
debido al efecto ácido del medio de cultivo, como se explicó anteriormente y se puede ver en la 
figura 3-7. Los ensayos inoculados (1p, 2p) mostraron un perfil dominado principalmente por el 
yeso, resultado que era de esperarse. El yeso es el principal producto del proceso de acidulación de 
la roca fosfórica debido a la reacción del ácido sulfúrico con los carbonatos presentes en la 
fluorapatita (ecuación 1.1), y con la calcita y/o ankerita que se encuentran como minerales 
accesorios a la fluorapatita en la roca fosfórica (ecuación 1.2).  Si esta reacción se lleva a cabo por 
completo, teóricamente no habrá calcita remanente ni fluorapatita. A partir de ese análisis (figura 
3-8 y tabla 3-1) se pudo corroborar que 1p no solubilizó la totalidad del P presente en el material, 
ya que todavía había presencia de bandas correspondientes a la fluorapatita. Estas bandas no son 
evidentes en 2p, posiblemente debido a la disolución por acción de la alta concentración de 
sulfatos producidos por el microorganismo, como se observa en la figura 3-5. Este resultado es 
congruente con los resultados obtenidos mediante el método colorimétrico (figura 3-7), donde se 
encontró que en 2p hubo disolución del 100% de P, mientras que en 1p no se solubilizó totalmente 
el P de la muestra. Además de la fluorapatita, en el ensayo a 1p se observó además la presencia de 
bandas correspondiente a CO32-, lo que confirmó que la disolución que hubo de la roca fosfórica 
fue parcial. Debido al bajo efecto que tiene el ácido producido por A. thiooxidans en la destrucción 
del cuarzo (Ivanov & Karavaiko, 2004), este mineral permaneció en el material posteriormente al 

























4. Evaluación de la concentración de roca 
fosfórica y el tiempo de crecimiento de A. 
thiooxidans en la solubilización de fósforo 
Resumen 
La eficiencia en la solubilización de P de la roca fosfórica acidulada con ácido producto del 
crecimiento bacteriano se evaluó a partir de dos factores: concentración de roca fosfórica y tiempo 
de crecimiento previo de A. thiooxidans. Por medio de análisis de P en solución se determinó que a 
mayor tiempo de crecimiento y menor concentración de roca fosfórica, más alto fue el %P 
solubilizado, lo cual se evidenció por medio de los análisis mineralógicos (DRX y FTIR) por 
medio de la desaparición de la calcita y la fluorapatita y la aparición del yeso, a medida que la 
solubilización de P aumentaba. Las configuraciones con altas concentraciones de roca fosfórica 
presentaron baja eficiencia en la solubilización de P, posiblemente debido a la baja proporción de 
ácido con respecto al sólido. Las configuraciones donde se presentó el mayor % P solubilizado 
fueron usando 10% de roca fosfórica, con 23 y 27 días de crecimiento (10%t2 y 10%t3), 
alcanzando 93%P solubilizado. A partir del análisis estadístico se encontró interacción entre los 
factores estudiados para las configuraciones 10%t2 y 10%t3, debido a que en el ensayo 10%t3 el 
ácido fue el reactivo en exceso y el P que podía ser solubilizado se agotó.  
 
Palabras clave: Acidithiobacillus thiooxidans, ANOVA, DRX, Fósforo, FTIR, Roca fosfórica, 
Sulfatos. 
4.1. Introducción 
La roca fosfórica es ampliamente empleada como un suplemento de fósforo, ya que los suelos 
destinados para agricultura deben ser suplementados constantemente con P inorgánico proveniente 
de fuentes minerales, para asegurar los rendimientos deseados y compensar el constante consumo 
por parte de los cultivos y la ganadería (Chien & Menon, 1995; Scholz et al., 2013). La apatita 
(Ca5(PO4)3) es el mineral fosfatado más común de las rocas fosfóricas, pero el P en esta forma es 
insoluble en agua y no está disponible para el aprovechamiento por parte de la planta (Havlin, 
2005). El método más común para hacer soluble el P de la roca fosfórica es por medio de 
acidulación con ácidos como el sulfúrico y el fosfórico, siendo el ácido sulfúrico el más común, ya 
que es el más económico (Gobernación del Huila- Secretaría de agricultura y minería & Zeolitas 
AFL LTDA, 2008). La acidulación química es eficiente pero es costosa y contaminante (Dawson 
& Hilton, 2011; Oliveira Mendes et al., 2014), así que como una alternativa se plantea la 
acidulación con bacterias acidófilas. Estas bacterias oxidan S elemental, compuestos de S y Fe 
reducidos y sulfuros y hierro, para producir ácido sulfúrico y sulfatos metálicos solubles, creando 




un ambiente ácido adecuado para la lixiviación, y en particular para la solubilización química de la 
roca fosfórica.  
 
Los estudios realizados para acidificar roca fosfórica empleando bacterias acidófilas se centran 
principalmente en emplear A. ferrooxidans como cepa pura o en consorcios. Los estudios 
empleando cepas puras de A. ferrooxidans se llevan a cabo en procesos a un paso, empleando 
mezclas de pirita y roca fosfórica, donde la pirita es la fuente de energía exógena de la bacteria (R.-
A. Chi et al., 2007). En algunos trabajos se ha estudiado la concentración óptima de pirita y roca 
fosfórica, obteniendo que los óptimos para la pirita y para la roca fosfórica son de 30 g/L y 1 g/L, 
respectivamente (R. Chi et al., 2006). Estos estudios se caracterizan por utilizar bajas 
concentraciones de roca fosfórica y obtener bajas concentraciones de fósforo solubilizado, 
alcanzando valores entre 9 y 15 %P (Ru-an Chi et al., 2009). Otro estudio empleando A. 
ferrooxidans fue el llevado a cabo por Avdalović et al. (2015), en el cual se utilizó una cepa aislada 
de A. ferrooxidans para solubilizar 7 g/L de roca fosfórica en procesos a un paso, empleando pirita 
como la fuente de energía, logrando a partir de esta configuración una solubilización del 35% P. 
Los estudios con consorcios han empleado bacterias con capacidad de oxidar hierro como A. 
ferrooxidans y L. ferrooxidans, y bacterias con la capacidad de oxidar azufre como A. thiooxidans 
y A. caldus.  El primer estudio encontrado en la solubilización de roca fosfórica fue realizado por 
Costa, Medronho, & Pecanha (1992), en el cual se empleó un consorcio de A. ferrooxidans y A. 
thiooxidans, con el fin de solubilizar diferentes concentraciones de roca fosfórica en procesos a un 
paso, obteniendo la mayor tasa de solubilización de fósforo para 10 g/L de roca fosfórica. Bhatti & 
Yawar (2010) llevaron a cabo ensayos en un proceso a dos pasos empleando un consorcio de A. 
ferrooxidans y A. thiooxidans, además de estudiar también las cepas puras. En este caso se empleó 
como sustrato lodos de sulfuro debido a que contenía fuentes reducidas de azufre y sulfuros de 
hierro como fuentes de energía, usando una concentración de roca de 10 g/L. Los resultados 
obtenidos fueron muy positivos, siendo el consorcio el que más fósforo solubilizó, alcanzando 
valores de 70% de P2O5. Priha et al. (2014) llevaron a cabo estudios en procesos a un paso, 
empleando un consorcio con cinco bacterias acidófilas: A. ferrooxidans, A. thiooxidans, A. caldus, 
L. ferrooxidans y Sulfobacillus thermotolerans, empleando como fuente exógena de energía sulfato 
ferroso y azufre elemental. En este estudio se empleó un 1 g/L de roca fosfórica del cual se logró 
solubilizar un 90% de fósforo. Los autores también realizaron posteriores ensayos a mayor 
concentración de roca fosfórica (2.5, 5 y 10 g/L), ajustando el pH al inicio de los ensayos con ácido 
sulfúrico, lo que podría contribuir a disolver inicialmente la roca independiente de la acción 
bacteriana. Maochun et al. (2002), llevaron a cabo un proceso de solubilización de roca fosfórica a 
dos pasos, empleando la bacteria A. thiooxidans y azufre elemental como fuente exógena de 
energía, usando 1 g/L de roca fosfórica, consiguiendo solubilizar 100% de fósforo. Xiao et al. 
(2011) estudiaron la solubilización de roca fosfórica empleando la bacteria termófila A. caldus y A. 
thiooxidans, en procesos a un paso, logrando solubilizar 28% y  25% de fósforo, respectivamente, 
a partir de un 0.5 g/L de mineral.  
 
En general se encuentra que la cantidad de roca empleada y las eficiencias obtenidas en los 
diferentes estudios ha sido relativamente bajas. El estudio realizado por Bhatti & Yawar (2010) es 
el único que trabaja con concentraciones altas de roca fosfórica (10g/L) y obtiene solubilizaciones 
de P altas (70%), pero es un proceso de 40 días. A partir de la lectura de los estudios presentados 
se llega a pensar que podrían presentarse inconvenientes para una aplicación industrial, tanto por 
las bajas eficiencias obtenidas, las bajas concentraciones de material empleadas y los largos 
tiempos. También se debe tener en cuenta que al usar A. ferrooxidans con pirita como fuente de 
energía podría darse la precipitación de Fe, lo que resultaría en una roca fosfórica de baja calidad 
(Maochun et al., 2002).  
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En este trabajo se presentan los resultados de un proceso de solubilización de roca fosfórica a dos 
pasos, usando relativamente altas concentraciones de material (hasta 25% (p/v)) y diferentes 
tiempos de procesamiento, para determinar cuales son las mejores condiciones de concentración de 
pulpa y de tiempo de crecimiento. 
4.2. Materiales y métodos 
4.2.1. Crecimiento microbiano  
Para los ensayos de solubilización de fósforo se empleó la bacteria Acidithiobacillus thiooxidans 
(ATCC 19377) de la American Type Culture Collection (ATCC), U.S.A. Se utilizó el medio 9K 
(Silverman & Lundgren, 1959) como medio de cultivo. La composición del medio (por litro) fue: 
3.0 g (NH4)2SO4, 0.5 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4·7H2O, 0.1 g KCl y 0.01 g Ca(NO3)2·5H2O. El medio 
de cultivo se suplementó con azufre elemental y se ajustó a un pH inicial de 2.5, usando H2SO4. 
4.2.2. Experimentos de lixiviación  
Los experimentos de lixiviación se llevaron a cabo en cuadruplicado, divididos en dos boques 
(para propósitos de análisis estadístico), en Erlenmeyer de 500 mL con un volumen efectivo de 190 
mL del medio 9K, suplementado con 4 % (p/v) de azufre elemental e inoculado con 10 % (v/v) de 
inóculo previamente activado. Los ensayos fueron incubados en un agitador orbital a 180 rpm y 30 
˚C, durante tres tiempos de pre-crecimiento diferentes: t1, t2 y t3, correspondientes a 17, 23 y 29 
días, respectivamente. Después de cada tiempo, se añadió la roca fosfórica en cuatro 
concentraciones diferentes: 10, 15, 20 y 25 % (p/v). Los Erlenmeyer fueron nuevamente incubados 
en el agitador durante 2 días más.  
 
Se realizó además un experimento en duplicado de la solubilización de roca fosfórica empleando 
H2SO4 a las misma acidez que las configuraciones a 17, 23 y 29 días, empleado las mismas 
concentraciones de roca fosfórica (10, 15, 20 y 25% (p/v)) y las mismas condiciones que las 
descritas anteriormente. 
4.2.3. Métodos de análisis. 
Se tomaron alícuotas de 5 mL cada tres días durante el tiempo de pre-crecimiento, y todos los días 
después de añadir la roca fosfórica. Las muestras se tomaron en tubos Falcon, en una cámara de 
flujo laminar horizontal. Las alícuotas se emplearon para realizar mediciones de pH, concentración 
de SO42- en solución y concentración de P soluble en solución (sólo para los ensayos posteriores a 
la adición de la roca fosfórica). El pH de las suspensiones se midió usando un pH metro HQ 40d 
multi HACH Company®, con electrodo de KCl (PHC301). La concentración de H2SO4 en solución 
se determinó por el método espectrofotométrico 4500 SO42- E turbidimetric method (Clesceri, 
1998) y la concentración de P en solución fue determinada por el método espectrofotométrico 
4500-P C vanadomolybdophosphoric acid colorimetric method (Clesceri, 1998), con una longitud 









4.2.4. Análisis mineralógico  
§ Difracción de rayos X (DRX) 
 
El análisis de DRX (Difracción de Rayos X) se realizó para identificar las principales fases 
mineralógicas de la roca fosfórica tratada. Después del proceso de lixiviación las suspensiones 
fueron filtradas para recuperar los sólidos, los cuales se secaron al aire y se molieron en mortero de 
ágata hasta alcanzar un tamaño de partícula de 74 µm (200 mallas Tyler), necesario para los 
análisis. Se usó un difractómetro de rayos X marca Rigaku Miniflex II, con radiación Cu Kα, filtro 
de níquel (30kV y 15mA) y monocromador de grafito. Los barridos se hicieron en un intervalo de 
5 a 70° de 2θ, usando un paso de 0.02° y un tiempo de conteo por paso de 4 s. Los resultados se 
procesaron y se analizaron usando el software X'pert Highscore Plus v. 2.2.9 (221), el cual también 
se empleó para la cuantificación por refinamiento de Rietveld. 
 
§ Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)   
 
Después del proceso de lixiviación, las suspensiones fueron filtradas para recuperar los sólidos, los 
cuales se secaron al aire y se molieron con mortero de ágata hasta un tamaño de partícula de 74 µm 
(200 mallas Tyler). Los espectros FTIR de la roca fosfórica procesada se obtuvieron usando un 
FTIR marca Shimadzu, modelo FTIR 8400S. Las muestras para las mediciones se prepararon 
mezclando 99 mg de KBr y 1mg de roca fosfórica. La mezcla se presionó a 10 t, hasta obtener una 
pastilla. Las mediciones se llevaron a cabo en un intervalo entre 4000 y 400 cm-1, correspondientes 
al rango del infrarrojo medio, modo trasmitancia con apodizacion Happ-Genzel, usando una 
resolución de 4 cm-1 y 24 barridos. Los resultados se trataron y se analizaron con el software IR 
Solution v. 1.3. 
 
§ Análisis químico por Fluorescencia de Rayos X (FRX) 
 
Se realizó un análisis químico del material procesado mediante Fluorescencia de rayos X, con el 
fin de cuantificar los principales elementos de la muestra. El ensayo fue llevado a cabo por 
Geoensayos S.A.S. Para dicho análisis se tomó una muestra de 50 g, se maceró y se tamizó hasta 
llegar a un tamaño de partícula de por lo menos 0.149 mm (pasante malla 100 Tyler). En las 
instalaciones de Geoensayos S.A.S. se realizó el análisis químico a la muestra pulverizada y secada 
a 105 ºC sobre pastilla, por Fluorescencia de Rayos X (WDXRF). El equipo utilizado fue un 
Espectrómetro de Fluorescencia de Rayos X (WDXRF) marca PANalytical modelo AXios. 
4.2.5. Análisis estadístico 
Para los análisis estadísticos se utilizó el diseño de bloques al azar generalizado, con dos 
repeticiones dentro de cada bloque y dos bloques. Las gráficas se presentan como promedios con 
su respectiva desviación estándar. Los resultados experimentales se analizaron por medio de un 
análisis de varianza (ANOVA), para evaluar la interacción entre los factores: tiempo de pre-
crecimiento y concentración de roca fosfórica para evaluar si los efectos y las interacciones eran 
significativas con respecto al error experimental. Para todos los análisis estadísticos se usaron los 
datos del día posterior a la adición de la roca, cuando ya se había estabilizado el proceso.  Las 
pruebas de medias se realizaron utilizando las medias de Tukey. Se utilizó el software estadístico 
SAS, versión 3.1 (básico) y un nivel de significancia α=0.05. 
 
 




4.3.1. Crecimiento microbiano 
Las figuras 4-1 y 4-2 muestran el comportamiento de A. thiooxidans, previo a la adición de la roca 
fosfórica para el pH y la producción de sulfatos. A partir de la tasa de disminución de pH y la tasa 
de producción de sulfatos se dividió la gráfica en tres y dos fases respectivamente. Para el pH la 
fase I corresponde a los primeros 6 días del experimento, donde hubo disminución exponencial 
llegando a 0.6 con una tasa de 0.14 unidades/día. La fase II corresponde una leve desaceleración 
desde el día 6 hasta el día 21, alcanzando valores de pH de 0.24 con una tasa de disminución de 
0.023 unidades/día y la fase III se ve como una fase estacionaria, con una tasa de disminución de 
0.004 unidades/día alcanzando pH de 0.22. Para la producción de sulfato, la fase I corresponde a 
una fase exponencial de producción del día 0 al día 21, alcanzando 68500 ppm con una tasa de 
producción de 3050 ppm/día. La fase II se entiende como una fase estacionaria donde la tasa de 
producción es de 24 ppm/día.  Los controles estériles no mostraron ningún cambio ni para pH ni 
para sulfatos a lo largo de los 29 días. 
 
Figura 4-1: pH de A. thiooxidans antes de adicionar la roca fosfórica. 



























Figura 4-2: SO42- ppm producido por A. thiooxidans antes de adicionar la roca fosfórica. 
Se identifican dos fases I, II  dependiendo de la pendiente. 
 
Posterior a la adición de la roca fosfórica se tiene como comportamiento general para todos los 
ensayos el aumento en el pH (figura 4-3) y la disminución en la concentración de sulfatos (figura 
4-4), pero en diferente grado para cada ensayo.  Para el cambio en el pH (figura 4-3) se puede ver 
como a medida que aumenta la concentración de roca mayor es el aumento del pH y a medida que 
aumenta el tiempo de crecimiento menor es el aumento en el pH, por ejemplo para 25%t1 se tiene 
un aumento de 3.5 unidades de pH y para 10%t3 se tiene un aumento de 0.7 unidades de pH. Para 
los sulfatos (figura 4-4) se puede ver como al adicionar la roca fosfórica a la solución, la 
concentración de sulfatos disminuye abruptamente hasta valores cercanos a cero. Este 
comportamiento ocurre independiente de la concentración de roca o el tiempo de crecimiento, con 
excepción de las configuraciones 10%t2 y 10%t3 que presentaron concentración de sulfatos en 
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Figura 4-3: pH A lo largo del proceso de solubilización de roca fosfórica para las configuraciones 
10, 15, 20, 25% (t1, t2 y t3). 
Controles estériles (---), 10%RF t1, t2 y t3 (◼ ), 15%RF t1, t2 y t3 (▲), 20%RF t1, t2 y t3 (●), 
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Figura 4-4: SO42- ppm producido por A. thiooxidans a lo largo de la solubilización de roca 
fosfórica para las configuraciones 10, 15, 20, 25% (t1, t2, t3). 
Superior izquierda: 10%RF t1, t2 y t3, superior derecha: 15%RF t1, t2 y t3, inferior izquierda: 
20%RF t1, t2 y t3 e inferior derecha: 25% RF t1, t2 y t3. 
 
4.3.2. Solubilización de fósforo 
La figura 4-5 muestra el cambio en la concentración de fósforo en el tiempo y la figura 4-6 el 
porcentaje de fósforo solubilizado para los diferentes ensayos. En estas figuras se nota de manera 
similar a lo observado con el comportamiento del pH y el sulfato en solución, una tendencia en 
cuanto a fósforo solubilizado, la concentración de roca fosfórica y los días de crecimiento. En 
general a mayor concentración de roca fosfórica menor concentración fósforo en solución y a 
mayor tiempo de crecimiento mayor concentración fósforo en solución, aunque las configuraciones 
10%t2 y 10%t3 deben excluirse de esta tendencia. El mayor % P solubilizado corresponde a las 
configuraciones 10%t2 y 10%t3 con 92.8% y 93.4% respectivamente, lo que corresponde a 8208.3 
ppm P y 8250 ppm P. El menor %P solubilizado fue para la configuracion 25%t1 con 11.5%, que 
corresponde a 2176.3 ppm P. En la figura 4-5 se puede ver como para cada configuración la mayor 
concentración de P en solución se regristró el día de la adición de la roca y posteriormente hubo 
una disminución de la concentración de P en solución. Esta disminución en la concentración de P 
no se evidención en las configuraciones 10%t2 y 10%t3 ya que al contrario presentaron un 
aumento en la concentración de P depués de la adición de la roca. Los controles estériles no 
registraron cambio en la concentración de fósforo, permaneciendo en valores cercanos a cero. 
 
La figura 4-7 compara la solubilización de 10%, 15%, 20% y 25% de roca fosfórica usando la  
solución ácida producto del crecimiento bacteriano vs la solubilización de las mismas 
concentraciones de roca, pero empleando ácido sulfúrico a las mismas condiciones de acidez de los 
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tres días estudiados. Se encontró una tendencia fuerte que refleja como la solución de ácido 
biogénico tiene un mayor el efecto que el ácido sulfúrico sobre la solubilización de fósforo, en 
todas las concentraciones de roca y a las tres concentraciones de acidez. Esta diferencia se acentúa 
a medida que aumenta la concentración de roca. 
 
Figura 4-5: P ppm solubilizado para las configuraciones 10, 15, 20, 25% (t1, t2 y t3). 
Controles estériles (-x-), 10%RF t1, t2 y t3 (n), 15%RF t1, t2 y t3 (▲), 20%RF t1, t2 y t3 (●), 
25% RF t1, t2 y t3 (*). 
 
Figura 4-6: Porcentaje fósforo solubilizado para las configuraciones 10, 15, 20, 25% (t1, t2 y t3). 
Los valores mostrados corresponden al día siguiente a la adición de la roca fosfórica.  
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Figura 4-7: Comparación del porcentaje fósforo solubilizado quimicamente vs porcentaje de 
fósforo solubilizado con ácido biogénico, para las configuraciones 10, 15, 20, 25% (t1, t2 y t3). 
Los valores mostrados corresponden al día siguiente a la adición de la roca fosfórica. 
 
4.3.3. Análisis estadístico 
Para establecer cuál de las configuraciones propuestas era la más adecuada para un proceso de 
solubilización de fósforo y si las diferencias encontradas eran significativas, se realizó un 
ANOVA, ignorando la estructura factorial planteada y considerando por separado las ppm de 
fósforo en solución y el porcentaje de fósforo solubilizado al final del proceso. La configuración 
que presentó mayor ppm P en solución fue la de 15% de roca a 29 días de crecimiento (15%RFt3), 
con 9428 ppm de fósforo. A partir de los resultados de comparación de medias por medio de 
Tukey se obtiene que aunque este es el valor que presenta la mayor media, no hay una diferencia 
significativa entre este valor y las medias para las configuraciones: 10%t2 (8077.5 ppm), 10%t3 
(8123.33 ppm), 15%t2 (8458.33 ppm), 20%t3 (9215.8 ppm) y 25%t3 (7577.1 ppm). Un análisis 
diferente se hace para determinar las configuraciones que presentaron la mayor eficiencia del 
proceso y por lo tanto el mayor porcentaje de fosforo solubilizado, las configuraciones que 
solubilizan mayor porcentaje del fósforo presente en la roca fosfórica son 10%t2 y 10%t3, con un 
92.8% y un 93.4% de fósforo solubilizado respectivamente. El ensayo 10%RFt2 no presenta 
diferencia significativa con el ensayo 10%RFt3, por lo que ambos resultados son iguales para 
𝛼=0.05. 
 
Teniendo en cuenta la estructura factorial propuesta, donde los factores que se estudiaron para el 
ANOVA fueron: concentración de roca fosfórica y tiempo de crecimiento, se analizó la interacción 
de estos dos factores por medio de 4 variables:  ppm de fósforo, porcentaje de fósforo solubilizado, 
pH más alto (después de la adición de la roca) y concentración de SO42- mínima (después de la 
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cantidad de fósforo mientras mayor fuera el tiempo de crecimiento y al aumentar la concentración 
de roca fosfórica fue menor la concentración de P solubilizado. Se puede ver como en las 
configuraciones 10%t2, 10%t3 y en menor medida para 15%t2, 15%t3, no se dio esta tendencia. 
Un comportamiento similar se observó para el %P solubilizado en la figura 4-8b, donde a menor 
concentración de roca y mayor tiempo de crecimiento hay un mayor porcentaje de fósforo 
solubilizado, excepto para 10%t2 y 10%t3 que coinciden en el mismo punto. En el caso del  pH 
(figura 3-7c) se tiene el mismo comportamiento para todos los ensayos: mientras menor sea %RF y 
mayor el tiempo de crecimiento, más alto será el pH. Para la concentración de sulfatos (figura 4-
8d) se tiene para 10%t1, 15% (t1, t2, t3), 20%(t1, t2, t3),  y 25%(t1, t2, t3),  medias coincidenciales 
horizontales, pero para 10%t2 y t3 hay un cambio brusco con un aumento en la concentración de 
sulfatos mientras mayor sea el tiempo de crecimiento. 
 
Figura 4-8: Gráficas de interacción de los factores Tiempo*Concentración para las cuatro 
variables estudiadas. a) P ppm, b) % P, c) pH y d) SO42-. 
 




Las figuras 4-9 a 4-13 muestran los resultados de DRX correspondientes al control estéril y a las 
12 configuraciones de ensayos inoculados. La figura 4-9 corresponde a la comparación entre el 
control estéril y la roca fosfórica sin tratar. En esta figura se pudo ver que el control estéril 
conservó las mismas fases presentes en la roca fosfórica sin tratar (fluorapatita, calcita, cuarzo) y 



































































las mismas proporciones que la roca fosfórica sin tratar, pero también hay presencia de dos fases 
nuevas, aunque en menor intensidad: yeso y azufre. Las figuras 4-10 a 4-13 corresponden a la roca 
fosfórica tratada en las diferentes configuraciones: 10%, 15%, 20% y 25%. Las principales fases 
identificadas en todas las configuraciones fueron yeso, azufre y cuarzo. De forma cualitativa se 
puede ver que el yeso se presentó en intensidades diferentes en cada configuración, señalándose 
con flechas los picos de yeso que aparecen a medida que aumenta el tiempo de crecimiento 
(cualitativamente). La configuración 10%t3 presentó los picos de yeso con mayor intensidad. Se 
identificaron también calcita y fluorapatita, aunque en menor intensidad y en general opacadas por 
las fases más predominantes: yeso y azufre. Las configuraciones donde se adicionó la mayor 
concentración de roca fueron las que presentaron los picos de calcita y fluorapatita más 
predominantes (figura 4-11 y 4-12) y en general los picos de calcita y fluorapatita más 
significativos se redujeron a medida que aumentaba el tiempo de crecimiento, lo que se señala en 
las figuras 4-10 a 4-13 por medio de flechas. 
 
Figura 4-9: Análisis de DRX de la roca fosfórica sin tratar vs. control estéril. 
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Figura 4-10: Análisis de DRX de las configuraciones 10%t1, t2, t3. 
C: calcita, F: fluorapatita, Q: cuarzo and G: yeso. Las flechas señalan los picos que cambiaron en 
comparación con el t3  
 
Figura 4-11: Análisis de DRX de las configuraciones 15%t1, t2, t3. 
C: calcita, F: fluorapatita, Q: cuarzo and G: yeso. Las flechas señalan los picos que cambiaron en 
comparación con el t3. 
 























































































































































Figura 4-12: Análisis de DRX de las configuraciones 20%t1, t2, t3. 
C: calcita, F: fluorapatita, Q: cuarzo and G: yeso. Las flechas señalan los picos que cambiaron en 
comparación con el t3. 
 
Figura 4-13: Análisis de DRX de las configuraciones 25%t1, t2, t3. 
C: calcita, F: fluorapatita, Q: cuarzo and G: yeso. Las flechas señalan los picos que cambiaron en 
comparación con el t3. 
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El análisis semi-cuantitativo de las fases minerales de la roca fosfórica acidulada se presenta en la 
tabla 4-1 y permite complementar el análisis cualitativo que se hizo de las figuras 4-9 a 4-13. Se 
puede ver el aumento en el porcentaje de yeso y la disminución el la fluorapatita a medida que 
aumenta el tiempo de crecimiento y se emplea menor porcentaje de roca fosfórica, por ejemplo 
alcanzando proporciones de fluorapatita y de yeso de hasta 0% y 78.9%, respectivamente, para 
10%t3 y de 27% y 47%, respectivamente, para 25%t1. También hubo solubilización significativa 
de calcita, especialmente en las configuraciones con menor concentración de roca fosfórica y 
mayor tiempo de crecimiento, encontrando la menor proporción de calcita en 10%t3 (0.5%) y la 
mayor proporción de calcita en 25%t2 (5%). La proporción de cuarzo dentro del material no tuvo 
variaciones muy fuertes, manteniéndose en general alrededor del 14%. No hubo presencia de 
ankerita en ninguno de los tratamientos ni en el control estéril. 
 
Tabla 4-1: Resultados de los análisis de semi-cuantificación de DRX correspondiente a las figuras 
4-9 a 4-13.  




Las figuras 4-14, 4-15, 4-16, 4-17, 4-18 y la tabla 4-2 muestran los resultados de FTIR para el 
control estéril y  los 12 ensayos inoculados, con los respectivos modos de vibración observados. La 
figura 4-14 corresponde a la comparación entre la roca fosfórica sin tratar y el control estéril. En 
ésta se ve como el control estéril presenta las mismas bandas que la roca sin tratar y 
adicionalmente presenta una banda en 1626 cm-1 correspondiente a yeso, señalada con una flecha 
verde. Las figuras 4-15 a 4-18 corresponden a los ensayos inoculados de 10% a 25% de roca 
fosfórica. Las configuraciones 10%t2 y 10%t3 presentaron las bandas 3551, 3493, 3409, 3245, 
2230, 2109, 1684, 1626, 1142, 1171, 1004, 668, 605 y 466 cm-1 correspondientes al yeso mientras 
el resto de configuraciones no presentó la banda 1004 cm-1 pero si las otras 13 bandas para yeso. 
En las 12 configuraciones se identificaron las bandas 797, 779 y 513 cm-1 correspondientes al 
cuarzo. Las configuraciones 10%t1, 15%t2 y 15%t3 presentaron las bandas 1455 y 1430 cm-1 
correspondientes a la calcita y ankerita. Las configuraciones 15%t1, 20% (t1, t2 y t3) y 25% (t1, t2, 
t3) presentaron las bandas 1455, 1430 y 874 cm-1 correspondientes a la calcita/ankerita y las 
bandas 1043 y 570 cm-1 correspondientes a la fluorapatita. Las bandas que cambiaron 









Mineral RF C 10% 15% 20% 25% 
t1 t2 t3 t1 t2 t3 t1 t2 t3 t1 t2 t3 
F-apatita 58.3 51.4 2.8 0.3 0 14.5 5.6 2.7 29.9 14.6 10.3 26.9 21.7 17.4 
Calcita 21.3 15.7 1.2 0.7 0.5 1.8 1.2 1.3 2.2 1.5 1.4 3.7 4.9 2.2 
Cuarzo 19.9 19.3 12.8 12.4 14.1 14.9 14.4 14.8 16.1 15.1 15.2 16 15.9 15.7 
Yeso 0 0.1 69.6 77.5 78.9 57.2 68.2 75.4 51.9 60.2 67.0 47.1 50.8 56.7 
Azufre 0 13.5 13.6 9.0 6.5 11.6 10.4 6 10.0 8.9 6.1 6.4 6.7 5.1 
Ankerita 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 




Figura 4-14: Análisis de FTIR de la roca fosfórica sin tratar vs. Control estéril. 
La flecha verde señana la aparición de la fase yeso. 
 
Figura 4-15: Análisis de FTIR de las configuraciones 10%t1, t2, t3. 
Las flechas verdes señalan las bandas que cambiaron en comparación con el t1. 
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Figura 4-16: Análisis de FTIR de las configuraciones 15%t1, t2, t3 
Las flechas señalan las bandas que cambiaron en comparación con el t1. 
 
Figura 4-17: Análisis de FTIR de las configuraciones 20%t1, t2, t3. 
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Tabla 4-2: Bandas de FTIR correspondiente a las figuras 4-14 a 4-23. 
ν1: Symmetric stretching vibration, ν2: Out-of-plane bend vibration, ν3: Asymmetric stretching 
vibration and ν4: In-plane bending vibration.  
 
Mineral Bandas (cm-1) Modos Vibracionales Referencias 
Fluorapatita 1094, 1043 ν3 (PO43- )  (Paz et al., 2012)	
964 ν1 (PO43- ) 
601, 570 ν4 (PO43- ) 
470 ν2 (PO43- ) 
Calcita-Ankerita 2515 (ν1+ ν3 ) (CO32-) (Böttcher et al., 1997; Huanc 
et al., 1960; Rodriguez-Blanco 
et al., 2011; Veerasingam & 
Venkatachalapathy, 2014)	
1800 (ν1+ ν4 ) (CO32-) 
1430 ν3 (CO32-) 
874 ν2 (CO32-) 
712 ν4 (CO32-) 
Ankerita 1455 ν3 (CO32-) 
Cuarzo 1170 ν3 (Si-O) (Saikia & Parthasarathy, 2010; 
Saikia et al., 2008)	797, 779 ν1 (Si-O) 
696 ν2 (Si-O) 
513 --- 
436 ν4 (Si-O) 
Yeso 3551 ν3 (H2O) (Prasad, 2005) 
3409, 3245 ν1 (H2O) 
3493 ν1 (H2O) 
2230, 2109 --- 
1684, 1626 ν2 (H2O) 
1120 ν3 (SO42-) 
1004 ν1 (SO42-) 
668, 605 ν4 (SO42-) 
466 ν2 (SO42-) 
Otros 3430 νstreaching (O-H) (Saikia & Parthasarathy, 2010) 
	1630 νbending(O-H) 





La tabla 4-3 presenta los resultados para el análisis químico de la roca fosfórica acidulada. Los 
cambios más significativos para el proceso se presentan para el P, Ca y Si. Para el P y el Si se tiene 
en general que a menor concentración de roca y mayor tiempo de crecimiento (mayor 
concentración de sulfatos) el P y el Si remanente es menor, pero la disminución para Si es mucho 
menor que para P. Los porcentajes para Ca permanecieron al redor de 19 y 24% y no presentaron 










Tabla 4-3: Resultado análisis FRX de la roca fosfórica para las configuraciones y el control estéril. 
Hu: Humedad: Pérdidas a 105°C, PPI: Pérdidas por Ignición a 1000ºC. 
RF: Roca fosfórica, C: control estéril. 
 
4.4. Discusión 
La producción de ácido y consecuentemente los cambios en el pH se pueden considerar como 
indicadores directos de crecimiento del cultivo de A. thiooxidans, ya que los sulfatos son el 
metabolito primario de esta bacteria (Henry Lutz Ehrlich & Newman, 2008). A partir de las figuras 
4-1 y 4-2 se pudo ver que el proceso de producción de sulfatos mediado por A. thiooxidans se dio 
sin una fase de latencia evidente, indicando que el microorganismo no tuvo necesidad de adaptarse 
al nuevo medio, ni hubo factores que retrasaran de manera considerable su crecimiento (Doran, 
1995). La fase exponencial con la que inició el proceso fue evidente hasta alrededor del día 21 de 
cultivo, donde se considera se produjo la mayor cantidad de sulfatos. Los días posteriores a esta 
fase se evidenció un crecimiento lento o estacionario, donde la producción de sulfatos fue mínima. 
Aún así, como se puede ver  en las figuras 4-5 y 4-6, entre el t2 (día 23) y t3 (día 29), se evidenció 
un aumento en el P solubilizado para 15%, 20% y 25% de roca fosfórica, que no puede ser 
explicado en virtud de un incremento en la producción de sulfatos. Debido a que no hay cambio ni 
en la concentración de sulfatos producidos ni en la acidez de la solución, se podría pensar que el 
ácido no es el responsable del aumento en la solubilización de P entre el t2 (día 23) y t3 (día 29) 
para las configuraciones con 15%, 20% y 25% de roca fosfórica. A partir de la figura 4-7 se puede 
ver como una solución ácida (H2SO4) con la misma acidez solubiliza menos cantidad de fósforo 
que la solución con ácido biogénico, por lo que se podría pensar que la solución biológica contiene 
otros compuestos que también serían responsables de la acidulación de la roca fosfórica. Debaraj 
Mishra et al. (2008) reportan como en un proceso a dos pasos de solubilización de metales con A. 
thiooxidans, los ensayos biológicos obtienen mayores porcentajes de recuperación que ensayos 
químicos con la misma acidez. Los autores mencionados plantean que puede haber otros 
metabolitos, además de los sulfatos, que contribuyen a la solubilización de los materiales de 
interés. Tales metabolitos podrían ser los causantes de un incremento en el P solubilizado entre el 
t2 y el t3. Se han reportado que compuestos como los exopolímeros tipo EPS pueden llegar a 
mejorar la eficiencia en procesos de lixiviación al promover la disolución de los materiales por 
% RF C 10% 15% 20% 25% 
t1 t2 t3 t1 t2 t3 t1 t2 t3 t1 t2 t3 
Si 9.2 6 3.3 3 2.9 4.4 4.2 3.5 5.5 4.9 5 5.9 5.4 5.6 
Al 0.4 0.3 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.2 0.3 0.3 0.2 
Fe 0.4 0.3 0.2 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.6 0.3 0.3 
Mg 0.3 0.1 <0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
Ca 31.4 24.1 19.6 19.6 23.9 21.1 22.7 23.4 22.4 23.2 23.4 23.7 23.7 24.4 
Na <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 0.1 <0.1 <0.1 0.1 0.1 0.1 
K 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
P 8.7 7.2 1.1 1.4 1.4 1.9 1.5 1.1 3.2 2.6 2.1 4.4 3.2 3 
S 0.5 13.9 24.7 24.8 22.5 22.1 21.8 22.3 19.2 19.8 19.9 16.9 18.4 18.1 
F 1-1 0.7 0.5 0.1 <0.1 0.6 0.5 0.6 0.8 0.7 0.7 0.6 0.6 0.7 
Hu 0.45 0.58 12.03 16.8 18.28 9.06 11.18 12.8 7.59 8.58 10.28 6.48 8.17 9.12 
PPI 12 22.96 24.45 22.72 19.72 17.12 18.21 13.83 19.69 14.76 13.23 13.88 12.13 13.07 
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medio de la corrosión (Wang et al., 2015). Los EPS en bacterias similares a A. thiooxidans como 
son A. ferrooxidans y L. ferrooxidans, son principalmente azucares neutros y lípidos, cuyas 
funciones están relacionadas con mejorar el proceso de lixiviación, lo que resulta en la aceleración 
de 20 a 100 veces del proceso biológico en comparación con el proceso químico (Sand & Gehrke, 
2006).   
 
En las figuras 4-3 y 4-4 se observó que al momento de adicionar la roca se dio una disminución 
abrupta en la concentración de SO42- en solución y un aumento abrupto en el pH del medio. De 
acuerdo a las ecuaciones 1.1 y 1.2, los carbonatos y la fluorapatita son responsables del consumo 
del ácido de la solución, lo que se refleja en un aumento del pH (Bhatti & Yawar, 2010). Este 
comportamiento se evidenció en todas las configuraciones e incluso en los controles estériles. Son 
los carbonatos presentes en la roca fosfórica (calcita y fluorapatita) los que consumen los sulfatos 
de la solución, por lo que al tener un alto contenido de carbonatos en la roca fosfórica que se usa en 
este estudio (44% CaO), es de esperarse que haya un alto consumo de los sulfatos de la solución, 
llegando a ser un consumo completo para casi todos los ensayos. Es a partir de la disolución de la 
matriz de carbonatos que se llega a la solubilización de fósforo, especialmente cuando el Ca es 
remplazado de la fluorapatita por SO42- (Robinson, 1980), por lo que es ideal llegar a una 
disolución completa cuando se busca solubilizar la mayor cantidad de P de la roca fosfórica (Van 
Kauwenbergh, 2010). La razón por la que las empresas locales de producción de roca fosfórica no 
llevan a cabo una acidulación completa de la roca fosfórica es debido a que como ya se expuso en 
el capitulo 2, las rocas fosfóricas locales tienen un alto contenido de carbonatos, por lo que el 
consumo de ácido sulfúrico sería demasiado alto y altos costos que implicaría acidular con ácido 
sulfúrico llevarían a que el proceso no fuera rentable (Gobernación del Huila- Secretaría de 
agricultura y minería & Zeolitas AFL LTDA, 2008).  
 
El comportamiento para el consumo de SO42- después de adicionar la roca fosfórica es el mismo 
para todas las configuraciones, consumiéndose el total del ácido en solución, con excepción para 
10%t2 y 10%t3 donde hay ácido remanente después de adicionar la roca. Esto pudo ser debido a 
que estas configuraciones tienen la menor concentración de roca fosfórica con respecto a los 
sulfatos en solución, por lo que el SO42- producido a t2 (23 días) y t3 (29 días) supera 
estequiometricamente los carbonatos y la fluorapatita de la roca fosfórica, pasando el SO42- a ser un 
reactivo en exceso que queda en solución. Esto sólo se evidenció para 10% de roca fosfórica en t2 
y t3 lo que permite pensar que esta concentración de roca es el punto de inflexión para la 
concentración de SO42- producido. Estos resultados son soportados por el análisis estadístico 
(figura 4-8d), donde para las configuraciones mencionadas hay interacción en los factores del 
tiempo de crecimiento y la concentración de roca al analizar la variable concentración de sulfato.  
En un estudio similar llevado a cabo por Bhatti & Yawar (2010) empleando A. thiooxidans y 10   g 
/L de roca fosfórica, no se evidencia ácido remanente después de adicionar la roca fosfórica. Estos 
autores sólo usaron 9 días de crecimiento previo a la adición de la roca fosfórica, por lo que el 
ácido producido no era suficiente como para solubilizar el fósforo y además quedar en exceso, 
como si ocurrió para el estudio que se llevó a cabo en la presente tesis, donde al emplearse 23 y 29 
días de crecimiento para después adicionar 10% de roca fosfórica, arrojó que permanecía ácido 
remanente al final del proceso. Para el caso del pH no hubo ninguna configuración que destacara 
por lo que en el análisis estadístico no hubo interacción entre los factores estudiados, sino que para 
todas las configuraciones se encontró que a menor concentración de roca y mayor tiempo de 








4.4.1. Solubilización de fósforo 
Inicialmente la concentración de fósforo antes de añadir la roca fosfórica a la solución ácida 
corresponde a las sales de fosfatos (K2HPO4) que contiene el medio de cultivo 9K en una 
concentración de 0.5 g/L, por lo que antes de adicionar la roca hay una baja concentración de P 
como se puede ver en la figura 4-5. Al adicionar la roca fosfórica a la solución de sulfato 
producido biológicamente, la solución ácida reacciona con los carbonatos y fosfatos de la roca 
fosfórica (Robinson, 1980), liberando el P de la fluorapatita. Esto se explica por medio de las 
ecuaciones 1.1 y 1.2, y se evidencia en la figura 4-5 como un incremento abrupto en las 
concentración de P y en las figuras 4-3 y 4-4 como un aumento abrupto en el pH y una 
disminución abrupta en la concentración de sulfatos, respectivamente. A partir de las figura 4-5 y 
4-6 se puede ver como la tendencia general para todas las configuraciones es que a mayor cantidad 
de sulfatos en solución (debido al mayor tiempo del ensayo) y menor porcentaje de roca fosfórica 
adicionada, mayor es la concentración de fósforo en solución y mayor es el porcentaje de fósforo 
solubilizado. Principalmente este comportamiento puede explicarse como que a mayor 
concentración de sulfatos, mayor disponibilidad de éste para la dilución de la matriz de carbonatos 
y mayor será la lixiviación del P, de acuerdo con las ecuaciones 1.1 y 1.2, y al mismo tiempo hay 
menor cantidad de roca que deba ser solubilizada, por lo que relativamente habrá mayor contenido 
de sulfatos. Como se pudo observar en las figuras 4-5 y 4-6, entre los ensayos 10%t2 y 10%t3 no 
hay un aumento ni ppm de P en solución ni en el % P solubilizado, aunque haya aumente el tiempo 
de crecimiento (contradiciendo el comportamiento explicado), sino que para ambas 
configuraciones se obtiene la misma concentración de fósforo en solución y el mismo porcentaje 
de fósforo solubilizado. Este resultado es soportado a partir del análisis estadístico considerando la 
estructura factorial, donde en las figuras 4-8a y 4-8b se puede ver como las líneas resultantes de 
unir las medias obtenidas con 10%(t1), 15%(t1, t2, t3), 20%(t1, t2, t3), y 25%(t1, t2, t3) son 
paralelas o coincidentes y por ello las diferencias (cuando existen) entre los niveles de cada factor 
son estables a través de los niveles del otro factor. Las líneas resultantes al unir las medias de las 
configuraciones 10%t2 y 10%t3 no son paralelas, por lo que en estas configuraciones hay 
interacción entre los factores estudiados: tiempo de crecimiento y concentración de roca fosfórica. 
Esta interacción de factores puede ser debida a que en vez de agotarse el ácido (como ocurre en los 
otros ensayos) se agota el fósforo que puede ser solubilizado, por lo que por más ácido que haya no 
va a haber un aumento en el fósforo en solución.  
 
A partir de los resultados del análisis estadístico ignorando la estructura factorial se encuentra que 
la mejor configuración del proceso planteado se encuentra en 10%t2, ya que se obtienen una 
solubilización de casi el 100%, con 23 días de crecimiento del microorganismo. Aunque 10%t3 
alcanza la misma solubilización que 10%t2, no es la mejor opción ya que son necesarios 29 días 
para el crecimiento del microorganismo y no 23, lo que implicaría gastos extras para el proceso. 
Aunque un proceso que alcance el 100% de extracción es lo más deseado, ya que se aprovecha por 
completo la materia prima y se genera la menor cantidad de residuos, se podría considerar  que 
otros procesos con concentraciones de roca fosfórica mayores a 10% son también adecuados, ya 
que, aunque no se solubilice el 100%, se llegan a porcentajes de solubilización considerables y se 
alcanzan concentraciones de P en solución más altas, que al fin y al cabo es el objetivo último: 
obtener fósforo en solución. Por ejemplo, el ensayo 15%t3 alcanza una solubilización del 70% que 
corresponde a 9428 ppm de fósforo, que comparándolo con la media de 10%t2 (8077.5 ppm), es 
mayor. Aún así, se debe tener en cuenta que a partir de los resultados de comparación de medias 
por medio de Tukey se obtuvo que aunque este es el valor que presenta la mayor media, no hay 
una diferencia significativa entre este valor y las medias para las configuraciones: 10%t2 (8077.5 
ppm), 10%t3 (8123.33 ppm), 15%t2 (8458.33 ppm), 20%t3 (9215.8 ppm) y 25%t3 (7577.1 ppm). 
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§ Interferencias en la eficiencia del proceso de solubilización 
 
A partir de los resultados presentados para la solubilización de fósforo (figuras 4-5 y 4-6), se 
evidencian dos tendencias que cabe destacar, ya que pueden llegar a influir negativamente en la 
eficiencia del proceso: (i) la disminución en la concentración de fósforo en solución a medida que 
la roca está en contacto con la solución ácida (como se ve particularmente en la figura 4-5), y (ii) la 
baja eficiencia de las configuraciones con altas concentraciones de roca. A continuación se 
analizan y se discute su importancia para el proceso. 
 
En la figura 4-5 se puede ver que a medida que pasan los días en que la roca está en contacto con la 
solución ácida, disminuye ligeramente la concentración de P en solución. Esto ocurre en menor 
medida para las configuraciones 10%t1 y 15%t3, y en mayor medida para 15%(t1, t2), 20% y 25%, 
excluyendo las configuraciones 10%t2 y 10%t3 donde no ocurre una disminución en ppm P sino 
que la concentración de P aumenta. Se ha reportado que las variables que más influyen en la 
precipitación del fósforo son el pH del medio y la relación Ca/P, donde el incremento del pH y el 
incremento de la relación Ca/P favorece la tasa de precipitación del fósforo (Diaz, Reddy, & 
Moore, 1994; Ferguson, Jenkins, & Eastman, 1973) . Según el diagrama de Pourbaix para el 
fósforo (Takeno, 2005), a pH menores que 2 la forma predominante del fósforo es el H3PO4 en 
estado acuoso. Por encima de 2 y hasta un pH de 7 el fósforo se encuentra en forma del ión H2PO4-. 
Según esto, en las configuraciones 10%t2 y 10%t3 (con pH de 1.2 y 0.9, respectivamente) la forma 
predominante va a ser H3PO4 en forma acuosa. Esta forma de fósforo puede llegar a ser estable en 
solución y puede ser la razón de que en estas dos configuraciones no haya precipitación. Las 
configuraciones 10%t1 y 15%t3 presentan un comportamiento intermedio, ya que después de 
adicionar la roca tienen un pH de 1.81 y 1.85, respectivamente, por lo que podrían llegar a 
encontrarse ambas formas de fosfatos H3PO4 y H2PO4-, y esto puede llevar a la ligera precipitación 
de fósforo que se evidenció en estos ensayos. Pero son las configuraciones 15%(t1, t2), 20% y 25% 
las que tienen los pH más básicos después de agregar la roca fosfórica (pH entre 2.5 y 4.5) y de 
acuerdo con la figura 4-5, en estas configuraciones ocurre la disminución de P en solución más 
evidente. Se podría pensar que el ion H2PO4- es inestable y en presencia de iones del Ca2+ puede 
llegar a reaccionar para re-precipitarse, como ocurre en la solución del suelo (Havlin, 2005), pero 
según Diaz et al. (1994) esto va a depender además del pH, de la concentración de Ca y P, donde a 
altas concentraciones de Ca (Ca/P >5) se va a favorecer la precipitación incluso si el pH no es muy 
básico. A partir de la tabla 4-3 se puede ver como en la roca fosfórica sin tratar la proporción de Ca 
(31.4%) es mucho mayor que la de P (8.7%), por lo que al llevarse a cabo la disolución de la roca 
puede darse que la concentración de Ca en solución sea mayor que la concentración de P, lo que 
favorecerá la precipitación de P a pH por encima de 2, y justifique la disminución de P en solución 
después de agregar la roca fosfórica.  
 
En la figura 4-6 se puede ver una tendencia en la que las configuraciones con menor concentración 
de roca fosfórica hay mayor disolución de P. Este comportamiento es evidente especialmente en el 
t1, donde se obtiene mayor concentración de  P en solución para 10% de roca fosfórica agregada, 
seguido por 15%, 20% y 25%, encontrando que para el mismo tiempo de crecimiento, a mayor 
concentración de roca fosfórica menor es la concentración de P solubilizado. Esta tendencia se 
observó también para los tiempos t2 y t3, excluyendo las configuraciones en las que hay 
interacciones entre el tiempo y la concentración de roca fosfórica que, como se mencionó en el 
análisis estadístico, son las configuraciones 10%t2 y 10%t3 . Debido a que en las configuraciones 
con mayor porcentaje de roca fosfórica hay mayor cantidad de material disponible para acidificar y 
por lo tanto el fósforo está en exceso, se esperaría obtener mayores porcentajes de fósforo 
solubilizado o por lo menos se esperaría que todas las configuraciones alcanzaran la misma 
concentración, pero esto no ocurre. Varios autores reportan diferentes variables que pueden ser 
causantes de este comportamiento, influyendo en la eficiencia de proceso de acidulación de roca 




fosfórica. Estas variables son: relación líquido/sólido, tamaño de partícula y la concentración de 
ácido (concentración H+), entre otras (Robinson, 1980; Sevim et al., 2003).  
 
La razón por la que las variables: relación líquido/sólido, tamaño de partícula y la concentración de 
ácido (concentración H+) son de gran importancia para el proceso en particular es debido a que el 
proceso de solubilización de la roca fosfórica utilizando ácidos, especialmente el sulfúrico, es un 
proceso multifase, donde se ven involucradas fases gaseosas, líquidas y sólidas. Principalmente 
ocurren reacciones de la superficie sólido-líquida, por lo que la solubilización de fósforo es 
considerada una reacción heterogénea no catalítica (Calmanovici, C.E. et al., 1997). Se ha 
encontrado en diversos estudios que el modelo que mejor describe este proceso en particular es el 
modelo de partículas esféricas de diámetro decreciente para reacciones no catalíticas y la etapa que 
controla el proceso de disolución es la difusión de los productos desde la partícula de fosfato a 
través de una membrana permeable (capa de yeso) (Aly et al., 2013; Calmanovici, C.E. et al., 
1997). Esta hipótesis es  además soportada por estudios termodinámicos que sugieren a partir de la 
energía de activación de la reacción de acidulación, que la etapa que controla el proceso es la etapa 
de difusión (Zendah, Khattech, & Jemal, 2013).  
 
En el caso de la relación líquido/sólido (donde el líquido vendría a ser el volumen de ácido 
utilizado), mientras mayor sea esta relación más alta será la eficiencia de la reacción. Al aumentar 
el porcentaje de sólido ocurre un incremento en el bulk de la solución, por lo que la difusión de los 
iones de calcio y fosfatos liberados de la superficie sólida se ve disminuida. Además la formación 
de sulfato de calcio (como se explica en las ecuaciones 1.1 y 1.2) crea un sistema sólido-sólido-
líquido (fosfato-sulfato de calcio-solución), el cual bloquea el acceso del ácido a los granos de 
mineral que aún no han reaccionado, deteniendo parcial o totalmente el desarrollo de la reacción 
(Calmanovici, C.E. et al., 1997; Olanipekun, 1999). Es posible que debido a la limitación en la 
difusión del proceso cuando se aumenta la relación líquido/sólido, sea menor la solubilización de 
fósforo en las configuraciones que tienen mayor concentración de roca fosfórica y menores 
tiempos de crecimiento (menores concentraciones de ácido), en comparación con las 
configuraciones con menores concentraciones de roca a los mismos tiempos de crecimiento, 
comportamiento que se evidencia en las figuras 4-5 y 4-6, especialmente en las configuraciones 
con 20% y 25% de roca fosfórica, donde la eficiencia en la solubilización de P es mucho menor 
que para las configuraciones con 10% y 15% de roca. 
 
Con relación al tamaño de partícula, un factor que influye en la tasa de una reacción heterogénea es 
el área superficial del mineral que se disuelve: mientras más área superficial expuesta más rápido 
la reacción va a ocurrir. El área expuesta en la fluorapatita va a depender inicialmente del tamaño 
de partícula de la roca fosfórica, donde se encuentra que a menor tamaño de partícula se obtienen 
mejores eficiencias para un proceso de acidificación, al ser mayor el área superficial y por lo tanto 
mayor área en contacto con la solución ácida (Aly et al., 2013; Sevim et al., 2003). Se ha reportado 
que con tamaños de partícula entre 0.088 mm y 0.18 mm se obtienen las mejores recuperaciones de 
fósforo (Aly et al., 2013). En el capitulo 2 se describió la granulometría de la roca fosfórica usada, 
donde cerca del 70% del material tiene un tamaño de partícula menor a 0.149 mm (pasante malla 
100), por lo que aunque la mayoría del material tiene un tamaño de partícula fino, el otro 30% 
tiene tamaños de partícula mayores que puede influir negativamente en la eficiencia del proceso, 
pero ya que todos los ensayos tienen el mismo material, con la misma distribución de tamaño de 
partícula, el tamaño de partícula es una variable que se puede relacionar con la eficiencia global y 
no con las diferencias en las eficiencias de las diferentes configuraciones. 
 
Por último, se reporta que a medida que aumenta la concentración de ácido aumenta la tasa de 
disolución de fósforo (Aly et al., 2013; Sevim et al., 2003). Esto se puede explicar debido al 
incremento de los iones de H+ en la solución (Aly et al., 2013), como lo soporta la ecuación 1.1, 
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donde por cada 5 moles de ácido sulfúrico se producen 3 moles de ácido fosfórico. Este 
comportamiento fue evidente en todas concentraciones de roca fosfórica, donde al haber mayor 
tiempo de crecimiento (y por lo tanto mayor concentración de ácido) hubo mayor porcentaje de 
recuperación de fósforo, como lo muestra la figura 4-6. 
 
Además de las tres variables mencionadas, varios estudios reportan otras variables como la 
velocidad de agitación y la temperatura del proceso (Aly et al., 2013; Lassis, Mizane, Dadda, & 
Rehamnia, 2015; Sevim et al., 2003). Se ha encontrado que la velocidad de agitación no influye en 
la disolución de fósforo, por lo que la transferencia de masa en la solución no controla el proceso 
de acidulación (Aly et al., 2013; Lassis et al., 2015; Sevim et al., 2003). También se determinó que 
al aumentar la temperatura del proceso aumenta la tasa de disolución de la roca fosfórica, debido a 
al dependencia exponencial de la tasa en la forma de Arrhenius (Sevim et al., 2003). Aún así para 
cambios de temperatura entre 20˚C y 50˚C el efecto que tiene en la tasa de disolución de la roca 
fosfórica sería muy bajo (Aly et al., 2013). Debido a esto las variables que más influencia tienen en 
el proceso de solubilización son el tamaño de partícula, la concentración de H+ y la relación 
líquido/sólido. Se debe prestar especial atención a la relación líquido/sólido, ya es la variable que 
relaciona directamente las diferentes eficiencias para las configuraciones estudiadas, ya que 
cuando se usan grandes concentraciones de roca, la eficiencia de la reacción disminuye 
considerablemente. 
4.4.2. Mineralogía del proceso  
A partir del análisis mineralógico, realizado por medio de DRX y FTIR, y la cuantificación usando 
refinamiento de Rietveld de los datos obtenidos por DRX, se hizo un seguimiento a los cambios 
ocurridos en las fases minerales de la roca fosfórica debido a la acidulación bacteriana. La 
tendencia general que se identificó es similar y comparable a la descrita para los resultados 
mencionados anteriormente (%P, concentración de P en solución, concentración de sulfato en 
solución y pH), donde los resultados de la mineralogía mostraron que a medida que se agregó 
menor cantidad de roca fosfórica y aumentó el tiempo de crecimiento de A. thiooxidans, la 
proporción de calcita y fluorapatita disminuyó en el material (tabla 4-1), siendo evidente en los 
espectros de DRX y FTIR que los picos y bandas de estas fases disminuyeron progresivamente, 
llegando en algunos casos a desaparecer. Las configuraciones donde la calcita y la fluorapatita se 
presentaron en mayor porcentaje se observaron en aquellos experimentos donde fue agregada la 
mayor proporción de roca con respecto al ácido producido (15%t1, 20% y 25%) (figuras 4-11, 4-12 
y 4-13 para DRX, y 4-16, 4-17 y 4-18 para FTIR). Estos resultados permitieron evidenciar en el 
sólido la misma conclusión que se encontró con los experimentos en solución:  cuando se emplean 
las más altas concentraciones de material, el ácido producido por la bacteria no es suficiente para 
disolver en su totalidad la calcita y la fluorapatita presentes en la roca fosfórica. La configuración 
15% permitió ver con claridad los cambios ocurridos a medida que aumentó el tiempo de 
generación de sulfatos. En la figura 4-16 se puede ver en el espectro de FTIR como a medida que 
aumentó el tiempo de crecimiento para A. thiooxidans, las bandas señaladas con flechas verdes 
correspondientes a la calcita (1455, 1430 y 874 cm-1) y las bandas señaladas con flechas verdes 
correspondientes a la fluorapatita (1043 y 570 cm-1) desaparecieron. Lo mismo se observó en los 
DRX (figura 4-11), donde los picos para la fluorapatita y la calcita disminuyeron progresivamente 
o desaparecieron, con el aumento en el tiempo de generación de sulfatos.  
 
Para las configuraciones con 10% de roca fosfórica es más definida la presencia de yeso en los 
espectros y en la cuantificación en comparación con las otras configuraciones. Los resultados de la 
cuantificación de las fases minerales en la tabla 4-1 muestran que 10%t2 y 10%t3 tienen la mayor 
proporción de yeso (77.5 y 78.9%, respectivamente), lo que cualitativamente se puede ver en el 




espectro de DRX (figura 4-10) como un aumento en las cuentas y picos más definidos. Además a 
medida que aumentó el tiempo de generación de sulfatos, aparecieron picos de yeso que no se 
observaron presentes en otras configuraciones, como por ejemplo en la figura 4-10 el pico de yeso 
en 69 2θ para 10%t3. Lo mismo se puede encontrar en el espectro de FTIR (figura 4-15) donde 
para 10%t3 se identifica en 1004 cm-1 una banda correspondiente al yeso no identificada en 
ninguna otra configuración. En el estudio realizado por Bhatti & Yawar (2010) se obtuvieron 
resultados de DRX similares a los que se reportan, ya que los autores utilizaron una concentración 
de 10% de roca fosfórica en un proceso de acidulación a dos pasos y después de acidular la roca 
fosfórica la fase de yeso pasó a ser la fase predominante, mientras la fase de fluorapatita se redujo. 
En las figuras 4-9 y 4-14 se puede ver como el control estéril conserva las mismas fases que la roca 
fosfórica sin tratar, pero además presenta la aparición de dos nuevas fases: yeso y azufre (fase que 
sólo se observa en la figura correspondiente al espectro de DRX). El azufre elemental presente 
hace parte del medio de cultivo 9K por lo que es de esperar que haya presencia de azufre en el 
material procesado. Para el caso del yeso, como se mencionó en el capítulo 3, al ácido presente en 
el medio de cultivo se le atribuye una solubilización parcial de componentes de la roca fosfórica 
como la calcita, la fluorapatita o la ankerita en presencia de la solución ácida que es el medio de 
cultivo. Debido a esto de esperarse la presencia de yeso .  
 
Los cambios químicos ocurridos debido a la acidulación de la roca fosfórica se pudieron evidenciar 
a partir del análisis de FRX (tabla 4-3). Debido a que las principales fases presentes en la roca 
fosfórica (como se describió en el capítulo 2) fueron la fluorapatita, la calcita y el cuarzo, se 
consideraron el P, el Ca y el Si, los elementos indicadores de los cambios en el proceso. En la tabla 
4-3 se evidenció como a menor concentración de roca fosfórica y mayor tiempo de crecimiento, 
menor porcentaje hay de P remanente en el material, siendo esto congruente con los resultados 
observados mediante los resultados de DRX y FTIR, donde se evidencia una disminución en las 
proporciones de fluorapatita, conforme aumentó el tiempo de crecimiento, y disminuyó la 
proporción de roca fosfórica agregada. Esta tendencia no se observó para los ensayos 10%t2 y 
10%t3, ya que, como se mencionó anteriormente y con base en los análisis estadísticos, en estos 
ensayos es evidente una interacción entre los factores estudiados: tiempo de crecimiento y 
concentración de roca fosfórica, posiblemente debido a un agotamiento del P que podía ser 
solubilizado. En el caso del Si (principal componente del cuarzo), se evidenció la misma tendencia 
que para el P, donde a menor concentración de roca fosfórica y mayor tiempo de crecimiento, se 
observaron porcentajes más bajos de Si. Sin embargo, la remoción de Si fue mucho más baja que 
para P, seguramente debido a la menor eficiencia del ácido sulfúrico para disolver cuarzo (Henry 
L. Ehrlich, 1996; Ivanov & Karavaiko, 2004). Por otro lado, se ha reportado como bajas 
concentraciones de Si puede solubilizarse debido al efecto del ácido fosfórico producido durante la 
acidulación. El Si liberado reacciona con F e industrialmente puede ser recuperado del material 
como SiF4 (gaseoso) (Union Temporal GI. Georecursos, 2005; Young et al., 1985). Para el Ca la 
tendencia fue menos clara debido a la generación de yeso a partir de la reacción de la calcita y el 
SO42- producto del metabolismo microbiano. Para el t1 se puede ver que a mayor concentración de 
roca fosfórica fue mayor el porcentaje de Ca en el sólido, evidenciándose la misma tendencia que 
ocurre para el P y el Si. Sin embargo, esta tendencia fue dejando de ser clara a medida que 
aumentaron los días de crecimiento (por lo tanto la concentración de ácido), ya que como se ve en 
la tabla 4-3, el porcentaje de Ca incrementó al aumentar el tiempo de crecimiento, llegando a 
encontrarse porcentajes de Ca muy similares para 10%t3, 15%t3, 20%t3 y 25%t3. Con relación a 
la cantidad de Ca en el sólido, no fue claro qué es lo que ocurrió, pero se plantea que entre la 
calcita que permanece sin solubilizar y el yeso formado se alcanzó un valor máximo en equilibrio 
entre el Ca en sólido y el Ca en solución.  
 
Los resultados de FRX, DRX y FTIR son concordantes con los resultados obtenidos del análisis 
colorimétrico presentados en las figuras 4-5 y 4-6, dónde a mayor tiempo de crecimiento (mayor 
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concentración de ácido) y menor concentración de roca fosfórica, se evidenció una mayor 
disolución de la calcita y la fluorapatita, un menor porcentaje de fósforo en el sólido y una 
consecuente mayor proporción de P en solución. A partir de las ecuaciones 1.1 y 1.2 se entiende 
que la disolución de la calcita y la fluorapatita depende de la cantidad de ácido empleado, por lo 
que la eficiencia de la disolución de la roca fosfórica depende en gran medida de la magnitud de la 
relación líquido/sólido. De esta forma, las configuraciones con mayor concentración de ácido y 
menor concentración de roca fueron las que presentaron en consecuencia las mayores eficiencias 
en la disolución de la fluorapatita y la calcita y por lo tanto menor porcentaje de P en el sólido, 
mayor proporción de P en solución y mayor porcentaje de yeso formado. Aunque es posible que en 
los espectros de DRX existiese la presencia picos de calcita y fluorapatita, los grandes picos de 
yeso y azufre los redujeron al ruido del espectro, impidiendo detectar cambios en proporciones 
menores de éstos. Contrario a los análisis de DRX, los análisis por FTIR permitieron ver con 
claridad las bandas de calcita y fluorapatita y los cambios de estas, incluso cuando no son cambios 




































5. Modelo cinético del crecimiento y la 
producción de sulfatos de A. thiooxidans  
Resumen 
A partir de datos experimentales obtenidos del crecimiento de Acidithiobacillus thiooxidans y la 
producción de sulfatos a partir de azufre elemental, se planteó un modelo cinético fenomenológico 
que permitiera predecir el comportamiento de estos datos. El modelo propuesto considera las 
células libres como indicador del crecimiento bacteriano y logra predecir con un 10% de error el 
crecimiento de la bacteria, incluyendo la inhibición celular debido a la alta concentración de 
sulfatos. Para esto se emplearon dos ecuaciones y cuatro parámetros, donde la tasa específica de 
crecimiento, µmax y la concentración de sulfatos inhibitoria, KI, se pueden encontrar empleados en 
estudios anteriores, y los parámetros mp y KP se plantearon para mejorar el ajuste de los datos a la 
producción de sulfatos, permitiendo predecir adecuadamente los datos experimentales de la 
producción de sulfatos durante la fase exponencial y la fase final del proceso. Los valores 
obtenidos para los parámetros µmax, KI, mp y KP fueron 0.803 d-1, 46444.085 ppm SO42-, 0.046 d-1 y 
5.448e-8 ppm SO42-, respectivamente. 
 





𝑐𝑎𝑙 Subíndice que denota los datos calculados por medio del modelo 
𝐶!"! Concentración del producto (sulfatos) (ppm) 
𝑒𝑥𝑝 Subíndice que denota los datos experimentales 
𝐾! Constante de inhibición por producto (ppm) 
𝐾! Parámetro asociado al rendimiento de formación de producto a partir de biomasa (ppm) 
𝑖 Número de puntos experimentales 
𝑚! Tasa específica de formación de producto debido al mantenimiento celular (d
-1) 
𝑟!"! Tasa de formación de sulfatos (ppm d
-1), 
𝑟! Tasa de formación de biomasa (cel libres mL
-1 d-1) 
𝜇 Tasa específica de crecimiento (d-1) 
𝜇!"# Tasa específica de crecimiento máxima (d
-1) 
𝑋 Concentración de biomasa libre (cel libre mL-1) 
𝑌! ! Rendimiento de formación de producto a partir de biomasa (adimensional) 
𝑍!"! ,𝑍! Sumatoria de las diferencias al cuadrado entre los datos experimentales y los datos 
calculados  





Las bacteria acidófila A. thiooxidans es de gran interés biotecnológico por la capacidad que tiene 
para solubilizar materiales de interés a partir del ambiente ácido resultado de los sulfatos 
producidos. Se ha empleando en consorcios o como cepas puras para disolver minerales de 
sulfuros como la pirita (Lara et al., 2010), solubilizar metales pesados de lodos residuales (Wen 
et al., 2012) y de suelos contaminados (Nareshkumar et al., 2007) o para producir ácido sulfúrico, 
el cual facilita de solubilización de diferentes materiales (no sulfuros) como el vanadio o el fósforo 
(Bhatti & Yawar, 2010; Liu, Lan, et al., 2004; Lors et al., 2009). En ambos casos la eficiencia del 
proceso va a depender de la concentración de ácido sulfúrico empleado (Aly et al., 2013; Debaraj 
Mishra et al., 2008). 
 
Se han realizado varios estudios sobre el modelamiento cinético del crecimiento de bacterias 
acidófilas. La mayoría de estos modelos se centran en Acidithiobacillus ferrooxidans, 
probablemente por ser la bacteria más estudiada y más empleada en biominería (Travisany et al., 
2014). Aún así, también se han planteado modelos para el crecimiento de A. thiooxidans en azufre 
elemental. Los modelos planteados para ambas bacterias tienen en común que se basan en el 
crecimiento de células totales, teniendo en cuenta tanto las células libres como las células 
adheridas a la partícula sea de mineral o de azufre. Konishi et al. (1995) plantean un modelo para 
el crecimiento de A. thiooxidans y la oxidación de azufre elemental. A partir de mediciones de la 
concentración de células adsorbidas al azufre, la concentración de células libres y la oxidación de 
azufre los autores encuentran que la concentración de células adheridas a la partícula de azufre 
alcanzan un máximo a medida que avanza la oxidación de azufre, mientras que las células en 
solución continúan incrementando. Además las células libres y las células en solución se pueden 
relacionar por medio de isotermas de Langmuir. Chen et al. (2002) presentan un estudio similar, 
basándose en las mismas suposiciones, donde también estudian la oxidación de azufre elemental 
por A. thiooxidans por medio de las células adheridas y la oxidación de azufre. Gourdon & 
Funtowicz (1998) difieren al plantear que las células adheridas se comportan por medio de 
isotermas de Freundlich y complementan el modelo de crecimiento de A. thiooxidans en azufre 
elemental, con un modelo que permite predecir la producción de sulfatos y a partir de eso 
determinar la inhibición del crecimiento de A. thiooxidans debido a las altas concentraciones de 
ácido.  
 
Son las células adheridas las que juegan el papel más importante en la oxidación del azufre ya que 
la adhesión celular a la partícula de azufre o mineral promueve la biolixiviación del material y son 
la células adheridas las que llevan a cabo la disolución principal, mientras que el papel de las 
células en solución no es claro hasta ahora (Gourdon & Funtowicz, 1998). Hay algunas hipótesis 
que proponen que las células adheridas van liberando compuestos de azufre parcialmente oxidados, 
que posteriormente son aprovechados por las células en solución (Bhavaraju et al., 1993). 
(Ceskova, Mandl, Helanova, & Kasparovska, 2002) plantean que tanto las células libres como las 
adheridas participan en la oxidación de azufre y encuentran que la oxidación específica de las 
células libres y de las adsorbidas fue la misma lo que indica que la oxidación depende de la 
biomasa total. Finalmente concluyen que los cambios en la concentración de las células libres y no 
de las células adheridas permiten hacer una mejor predicción la cinética de la oxidación de azufre.  
 
El objetivo de este trabajo es establecer un modelo cinético para la oxidación de azufre elemental 
por A. thiooxidans teniendo en cuenta células libres y la concentración de sulfatos producidos, y 
determinar los parámetros cinéticos a partir de los datos experimentales. 
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5.2. Materiales y métodos 
5.2.1. Microorganismo y condiciones de crecimiento  
Se empleó el microorganismo Acidithiobacillus thiooxidans (ATCC 19377) obtenido de American 
Type Culture Collection (ATCC), U.S.A. Se utilizó el medio 9K (Silverman & Lundgren, 1959) 
como medio de cultivo. La composición de este medio (por litro) es 3.0 g (NH4)2SO4, 0.5 g 
K2HPO4, 0.5 g MgSO4·7H2O, 0.1 g KCl y 0.01 g Ca(NO3)2·5H2O. El medio de cultivo se 
suplementó con azufre elemental y se ajustó a un pH inicial de 2.5 con H2SO4. Los experimentos 
de crecimiento se llevaron a cabo en cuadruplicado en Erlenmeyer de 500 mL con un volumen 
efectivo de 190 mL del medio 9K, suplementado con 4% (p/v) de azufre elemental e inoculado con 
10% (v/v) de inóculo previamente activado. Los ensayos fueron incubados en un agitador orbital a 
180 rpm y 30 ˚C durante 24 días.  
 
§ Métodos de análisis  
 
Se tomaron alícuotas de 5 mL cada tres días y se analizaron para pH, concentración de SO42- en 
solución y crecimiento celular (células libres) por medio de conteo en cámara de Neubauer. El pH 
de las suspensiones se midió después de muestrear usando un pH metro HQ 40d multi HACH 
Company® con electrodo de KCl (PHC301). La concentración de H2SO4 en solución se determinó 
por el método espectrofotométrico 4500 SO42- E turbidimetric method (Clesceri, 1998). 
5.2.2. Desarrollo del modelo cinético 
La cinética celular suele ser descrita por medio de un modelo de crecimiento celular (rX), un 
modelo de formación de producto (rP), y un modelo de utilización de sustrato (rS). Para este caso en 
particular se considera solamente el crecimiento celular y la formación de producto como los dos 
modelos que describan al cinética de A. thiooxidans. El crecimiento de A. thiooxidans está 
asociado con la formación de sulfatos. Generalmente el microorganismo comienza con una 
producción de sulfatos lenta asociada a la fase de latencia, para posteriormente pasar a una 
producción en fase exponencial hasta que alcanza una concentración inhibitoria de SO42-, 
correlacionada a la disminución de pH hasta valores cercanos a cero. Se presenta un modelo 
fenomenológico para representar el crecimiento e inhibición de la fermentación, donde el objetivo 
principal es capturar el crecimiento de A. thiooxidans y la producción de sulfatos. Se debe tener en 
cuenta que la biomasa sólo contempla las células libres debido a que es la variable medida por 
medio de conteo celular. 
 
El crecimiento celular puede expresarse como (Doran, 1995):  
 
𝑟! = 𝜇𝑋                                                                                                                                                           5.1  
 
Donde rX es la tasa de formación de biomasa (cel libres mL-1 d-1), X es la concentración de biomasa 
en solución (cel libre mL-1) y µ es la tasa específica de crecimiento (d-1), 
 
con  
𝜇 = 𝜇!"# 1 −
𝐶!"!
𝐾!
                                                                                                                                  5.2  
 




Donde µmax es la tasa específica de crecimiento máxima (d-1), 𝐶!"! es la concentración del producto 
(sulfatos) (ppm) y KI es la constante de inhibición por producto (ppm).  
  
La ecuación 5.2 describe adecuadamente el crecimiento bacteriano para las células libres, de tal 
forma que: 
 
(1) Cuando 𝑋 = 0 ⟶ 𝑟! = 0. Esto indica que la tasa de crecimiento es cero cuando no hay 
células. 
(2) Cuando 𝐶!"! ≫ 𝐾!, el crecimiento del microorganismo es exponencial, tal que: 
 
𝑟! = 𝜇𝑋 ≅ 𝜇!"#𝐶!"!𝑋                                                                                                                5.3  
 
(3) Cuando 𝐶!"! > 𝐾!, el microorganismo alcanza la fase de desaceleración. 
(4) Cuando  𝐶!"! = 𝐾! la tasa de crecimiento es cero, la concentración celular (X) alcanza su 
máximo y comienza la fase de crecimiento estacionario. 
 
La producción de un metabolito primario suele expresarse como (Doran, 1995): 
 
𝑟!"! = (𝑌! !𝜇 +𝑚!)𝑋                                                                                                                                5.4  
 
Donde 𝑟!"! representa la tasa de formación de sulfatos (ppm d
-1), µ corresponde a la ecuación 5.2, 
mp es la tasa específica de formación de producto debido al mantenimiento celular (d-1) y 𝑌! ! es el 
rendimiento de formación de producto a partir de biomasa (adimensional). 
 
Para el caso particular, el coeficiente de rendimiento 𝑌! ! se consideró variable, por lo que debe 





                                                                                                                                                   (5.5) 
 
Donde Kp denota al parámetro asociado al rendimiento de formación de producto a partir de 
biomasa (ppm). 
5.2.3. Optimización y estimación de parámetros 
Los datos experimentales obtenidos a partir de la metodología descrita en la sección 5.2.1 se 
emplearon para obtener los parámetros cinéticos del modelo. Los parámetros fueron determinados 
mediante la optimización de mínimos cuadrados por medio del algoritmo de optimización 
numérica Nelder-Mead simplex direct search empleando la rutina fminsearch de Matlab 2015a. La 
función a optimizar F es la suma de los mínimos cuadrados de cada una de las variables y puede 
ser descrita de la siguiente manera: 
 




                                                                                                                         5.6  




                                                                                                           5.7  
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𝐹 = 𝑍! + 𝑍!!!                                                                                                                                               5.8  
 
Donde 𝑍!  y 𝑍!"!  representan la sumatoria de las diferencias al cuadrado entre los datos 
experimentales y los datos calculados por medio del modelo para la biomasa y los sulfatos, i es el 
número de puntos experimentales. Los subíndices ‘exp’ y ‘cal’ denotan experimental y calculado, 
respectivamente.  
5.3. Resultados 
El modelo propuesto tiene un total de 4 parámetros que se muestran en la tabla 5-1. El valor para la 
función de costos fue de 0.0356 y el número de iteraciones fue de 180. 
 
Tabla 5-1: Parámetros estimados para el modelo propuesto presentado en la ecuaciones 5.1, 5.2, 
5.4 y 5.5. 
 
Parámetros 𝜇!"# 𝐾! 𝐾! 𝑚! 
Valores estimados 0.803 46444.085 0.046 5.448e-8 
 
Los parámetros fueron empelados para resolver el modelo cinético representado por las ecuaciones 
5.1, 5.2, 5.4 y 5.5. La figura 5-1a muestra el modelo ajustado a los datos experimentales para el 
crecimiento celular de A. thiooxidans. Se puede ver que el modelo fue capaz de representar los 
datos experimentales adecuadamente, además en la figura 5-2a se observa como los datos 
experimentales tienen un 90% de ajuste con el modelo. La figura 5-1b muestra el ajuste para la 
producción de sulfatos con los datos experimentales. Al igual que para el modelo de crecimiento, 
en el modelo de producción se puede ver que este permitió representar los datos experimentales y 
por medio de la figura 5-2b se observa como los datos experimentales no varían más de 10% 
respecto al modelo. 
 
Figura 5-1: Comparación entre datos experimentales y la predicción del modelo obtenido. 
a) Modelo para biomasa (concentración células libres) y b) Modelo para producción de sulfatos. 
 
 









































Figura 5-2: Paridad de los datos experimentales y el modelo. 




Se llevaron a cabo simulaciones eliminando el parámetro mp y considerando a YP/X constante, las 
cuales se pueden ver en la figura 5-3a y 5-3b respectivamente. Se puede ver que aunque el ajuste 
para al biomasa es bueno en ambas simulaciones, para la producción de sulfatos no se ajusta 
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Figura 5-3: Comparación entre datos experimentale y la predicción del modelo obtenido para la 




Según numerosos estudios, debido a la baja solubilidad de las partículas de azufre elemental, las 
células de A. thiooxidans crecen sobre la superficie de las partículas y de esta manera acceden a los 
nutrientes y posteriormente liberan sulfatos a la solución. A medida que la concentración de células 
adheridas aumenta, estas se van liberando y la concentración de células en solución va aumentando 
aunque no es claro la viabilidad de estas a lo largo del tiempo o de donde obtienen sustrato (Liu, 
Teng, & Cheng, 2004). Hay algunas hipótesis que proponen que las células adheridas van 
liberando compuestos de azufre parcialmente oxidados, como tiosulfatos y sulfitos, que 
posteriormente son aprovechados por las células en solución (Bhavaraju et al., 1993). Son las 
células adheridas las que juegan el papel más importante en la oxidación del azufre y en el 
crecimiento del microorganismos, es por esto que los modelos que se han realizado para describir 
el crecimiento de A. thiooxidans en azufre elemental o en minerales, se hacen a partir de células 
totales (células adheridas a la partícula de azufre más células en solución) (Gourdon & Funtowicz, 
1998; Konishi et al., 1995; Liu, Teng, et al., 2004; Maochun et al., 2002). Debido a la dificultad 
para hacer seguimiento a las células adheridas, los estudios realizados no hacen un conteo 
experimental de las células adheridas al azufre sino que se basan en los resultados de otros estudios 














































































y a partir de las células libres estiman las células adheridas (Gourdon & Funtowicz, 1998; 
Maochun et al., 2002) o plantean métodos indirectos para medirlas (Ceskova et al., 2002; Konishi 
et al., 1995). Los modelos propuestos son por lo tanto aproximados y necesitan de muchas 
asunciones y especificaciones físicas del sustrato y de las condiciones de lixiviación, por lo que 
podrían resultar ineficientes al momento de emplearse, debido a la cantidad de variables y 
parámetros empleadas (Liu, Teng, et al., 2004), y a los equipos y metodología necesarios. Como 
ejemplos se tiene Gourdon & Funtowicz (1998) quienes asumen que el crecimiento bacteriano es 
proporcional a la concentración de bacterias adheridas, que las partículas de azufre tienen una 
distribución de masa uniforme y que el tamaño de partícula sólo disminuye debido a la 
solubilización del azufre. Konishi et al. (1995) difieren al proponer que el crecimiento bacteriano 
de las células adheridas es directamente proporcional al producto de la concentración de células 
adheridas y la fracción de sitios no ocupados por células.  
 
El modelo que se planteó en el presente trabajo relaciona no las células totales sino las células 
libres con la producción de sulfatos, gracias a esto se obtiene un modelo sencillo que consta de dos 
ecuaciones para predecir el comportamiento tanto de crecimiento como de producción de sulfatos, 
se sustenta de dos variables que son fácilmente medibles como la concentración de células libres y 
la concentración de sulfatos, y esta compuesto por parámetros usados muy comúnmente en el 
planteamiento de modelos cinéticos biológicos (Doran, 1995), como son µmax, KI y mp. Debido a 
que el objetivo del modelo es predecir el comportamiento de los sulfatos producidos por A. 
thiooxidans no es objeto del modelo predecir la dinámica de las células adheridas y las células en 
solución. La importancia de modelar el producto y no la adsorción celular ni el cambio del sustrato 
reside en que los sulfatos son los que llevan a cabo la solubilización y la lixiviación de los 
materiales en muchos procesos, así que de la concentración de sulfatos depende la eficiencia del 
proceso, particularmente del proceso de solubilización de fósforo.  
 
Con respecto a la optimización de los parámetros y al ajuste de los datos experimentales, la función 
de costos F alcanza un valor cercano a cero (0.035), por lo que la optimización de parámetros fue 
adecuada y sólo fueron necesarias 180 iteraciones para alcanzar la minimización. La optimización 
inicia desde valores bajos (0.0363) debido a que el valor que se suministró como semilla para los 
parámetros fue acertado y al transcurrir las simulaciones la suma de los errores al cuadrado va 
disminuyendo hasta alcanzar el mínimo. Las figuras 5-1 y 5-2 permiten comprobar que el modelo 
planteado es adecuado para modelar los datos experimentales del crecimiento de A. thiooxidans en 
azufre elemental y la producción de sulfatos, ya que el modelo se ajusta a los datos experimentales 
(figura 5-1) y además los datos experimentales están dentro de la desviación del 10% del modelo 
(figura 5-2), por lo que el modelo no se aleja más de 10% de los datos experimentales. Así que 
aunque no se haya planteado un modelo considerando las células adheridas, el modelo propuesto a 
partir de células libres permite predecir la producción de sulfatos de manera adecuada, que era el 
principal objetivo. 
 
La tabla 5-2 presenta la comparación entre los parámetros obtenidos en la tabla 5-1 con respecto a 
parámetros encontrados en la literatura. Se debe tener en cuenta que sólo se comparó el modelo 
propuesto contra modelos de A. thiooxidans con azufre elemental como sustrato, y no modelos de 
otras bacterias como A. ferrooxidans ni otros sustratos como la pirita. Se tienen en cuenta los 
parámetros µmax y KI al ser los únicos que podían ser comparables con otros modelos propuestos. 
En general se puede ver como el µmax de los estudios considerados es mayor que el obtenido, 
aunque se encuentra dentro del mismo orden de magnitud. Debido a que el modelo planteado sólo 
considera las células libres mientras que los otros modelos presentados consideran las células 
totales (células libres más células adheridas), la tasa específica de crecimiento del presente modelo 
será menor porque el modelo propuesto no está basado en la proporción mayoritaria de células que 
son las células adheridas. Además son la células adheridas las que están en contacto directo con la 
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partícula de azufre por lo que los nutrientes disponibles están en mayor concentración y las células 
crecerán más rápido, por lo tanto al µmax será mayor al ser el parámetro que representa la pendiente 
del crecimiento exponencial. Aún así, la información que suministraron estos estudios fue de 
utilidad ya que permitió dar un primer estimativo del valor semilla de µmax para llevar a cabo la 
optimización de los parámetros. KI hace referencia a la inhibición del crecimiento bacteriano 
debido a la presencia de altas concentraciones de sulfatos. El valor semilla de este parámetro fue 
estimado gráficamente teniendo en cuenta la concentración de sulfatos a la cual comienza a 
evidenciarse el inicio de la fase estacionaria en el crecimiento de A. thiooxidans, según los datos 
experimentales de la figura 5-1a. Al comprar el KI obtenido en la optimización de parámetros del 
presente modelo contra el que reportan Gourdon & Funtowicz (1998), ambos se encuentran dentro 
del mismo orden de magnitud, pero es mayor el KI del modelo propuesto que el que presenta el 
modelo de Gourdon & Funtowicz (1998), lo que significa que el microorganismo empleado se 
inhibe a concentraciones más altas de sulfatos. Debe tenerse en cuenta que el modelo de Gourdon 
& Funtowicz (1998) se hace en base a las células totales, por lo que los resultados de KI no son 
totalmente comparables. Aún así ese estudio hace un énfasis importante en la inhibición del 
crecimiento de A. thiooxidans debido a la alta concentración de sulfatos, que es un tipo de análisis  
que no se presenta reportado en ningún otro trabajo por lo que es importante tenerlo en 
consideración.  
  
Tabla 5-2: Comparación parámetros estimados en el presente modelo contra parámetros de 
modelos estudiados. 
µmax KI Modelo Anotaciones 
0.8 46444 Planteado en este trabajo Considera la producción de sulfatos. 
Considera células libres 
1 35000 Gourdon & Funtowicz (1998) Considera la producción de sulfatos. 
Considera células totales 
2.58 --- Konishi et al. (1995) Considera células totales 
2.87 --- Maochun et al. (2002) Considera células totales 




En la figura 5-3a se presenta el modelo sin considerar el parámetro mp y en la figura 5-3b 
considerando que YP/X es constante. Aunque ambos modelos se acercan para el comportamiento de 
crecimiento de biomasa, no tienen un buen ajuste para la producción de sulfatos. Para el modelo 
sin considerar el parámetro mp (5-3a) el principal problema radica en la dificultad para representar 
los datos experimentales durante la fase final del proceso (fase de crecimiento estacionario), donde 
el modelo es incapaz de representar correctamente la concentración estacionaria de los sulfatos en 
solución, por el contrario tiende a subestimar estos valores para los mismos valores de tiempo. 
Debido a que mp hace referencia al producto formado debido al mantenimiento celular (Doran, 
1995), al adicionar este parámetro se busca que haya un incremento en la cantidad de sulfatos 
incluso después de alcanzar el crecimiento estacionario, incrementando los sulfatos producidos 
debido al crecimiento celular; este incremento es el que permite que el modelo propuesto alcance 
la concentración estacionaria de sulfatos en solución observada en los experimentos. En el caso de 
la figura 5-3b, el modelo presenta una fase lag que no es evidente en los datos experimentales y 
posteriormente presenta una pendiente muy elevada en comparación con los datos experimentales 
que crecen más lento. Al considerar que YP/X es variable permite al modelo acoplar la producción 
de sulfatos a la cantidad de sulfatos que hay en solución, esto es muy importante ya que el 
rendimiento de sulfatos no es constante a lo largo del proceso sino que va a depender de la 
cantidad de sulfatos que ya están presentes (Suzuki, 1974) .   
 








6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1. Conclusiones 
A partir del análisis granulométrico se encontró que la roca fosfórica estudiada tiene un tamaño de 
partícula adecuado incluso para aplicación directa, pero del análisis químico se determinó que el 
contenido de P es bajo y que tiene una alta cantidad de carbonatos y magnesio. Debido a esto los 
procesos de acidulación convencionales requerirían una alta concentración de ácido y habría una 
alta producción de sulfato de calcio, lo que hace que el proceso de acidulación convencional con 
ácido sulfúrico no sea viable económicamente. Por medio de FRX también se encontró que la roca 
cuenta con un 1.1% flúor, lo que puede llegar a ser perjudicial para el crecimiento del 
microorganismo. Los resultados de los diferentes métodos de caracterización mineralógica 
presentan congruencia entre sí. Los análisis de DRX y el FTIR permitieron corroborar las fases 
identificadas, siendo la fluorapatita, la calcita y el cuarzo la fases principales, los cuales son 
minerales que comúnmente constituyen las rocas fosfóricas de origen sedimentario.  
 
De los resultados obtenidos para la evaluación de la producción de SO4-2 a diferentes 
concentraciones de azufre elemental, se puede concluir que la concentración de 4% de azufre es la 
más adecuada para los ensayos posteriores, ya se obtiene mayor concentración de ácido con la 
menor cantidad de sustrato. A partir de los resultados obtenidos para el ensayo 1p vs 2p, no fue 
evidente el crecimiento bacteriano para 1p. Ya que no hubo producción de ácido la concentración 
de P solubilizado fue baja y no se llegó a disolver por completo la fluorapatita ni la calcita. 
Contrario a este comportamiento, cuando la roca fosfórica se añade días después del inóculo, se 
llega a un 100% de solubilización del P de la roca, dejando un 60% del ácido producido sin usar. A 
partir de estos resultados se pueden proponer tiempos de crecimiento mayores a 16 días para llegar 
a un mayor consumo de azufre y una mayor producción de sulfatos, y se pueden plantear el uso de 
concentraciones de roca fosfórica superiores a 1%.  
 
Del proceso de solubilización para 10%, 15%, 20% y 25% de roca fosfórica a 17( t1), 23 (t2) y 29 
(t3) días de crecimiento previo, se encontró que a menor concentración de roca fosfórica y mayor 
tiempo de crecimiento se obtienen mayores porcentajes de fósforo solubilizado. Entre las 
configuraciones 10%t2 y 10%t3 no se evidencia esta tendencia ya que se alcanza el límite de P que 
puede ser solubilizado, por lo tanto ambas configuraciones solubilizan la misma concentración de 
P. Las configuraciones que presentan mayor porcentaje de solubilización de fósforo son 10%t2 y 
10%t3, llegando a un 93% del fósforo solubilizado. Los cambios mineralógicos ocurridos reflejan 
como las configuraciones con mayo solubilización de fósforo son las que presentan la fase de yeso 
más definida mientras las configuraciones que alcanzan menores porcentajes aun presentan fases 
de calcita y fluorapatita. La baja eficiencia en las configuraciones de mayor concentración de roca 
fosfórica se le puede atribuir a la baja relación líquido/sólido. 
 




El modelo cinético propuesto logra predecir con un 10% de error el crecimiento del 
microorganismo y la producción de sulfatos, correspondientes a los datos experimentales. Este 
logra representar las fases de crecimiento exponencial, desaceleración y fase estacionaria, además 
de plasmar adecuadamente la inhibición de A. thiooxidans debido a la alta concentración de 
sulfatos. Esto se llevó a cabo sin la necesidad de medir, estimar o suponer las células adheridas, 
sino empleando los datos obtenidos experimentalmente para las células libres a partir del conteo 
celular.  
6.2. Recomendaciones  
 
Se debe prestar especial atención a la relación líquido/sólido, ya es la que más influencia tiene en 
el proceso de disolución de fósforo cuando se usan grandes concentraciones de roca, por lo tanto es 
la variable que debe tratar de manejarse para mejorar las eficiencias obtenidas en el presente 
trabajo.  
 
En el proceso industrial de acidulación de roca fosfórica, es necesario mantener un control estricto 
del sulfato de calcio que se forma, para así asegurar un buen desempeño en la filtración y altas 
eficiencias en la solubilización, por lo que se deberá tener mayor control sobre la concentración de 
sulfatos y el tiempo de residencia. 
 
El acido sulfúrico biológicamente producido no tiene que emplearse necesariamente para 
solubilizar completamente la roca fosfórica sino que puede considerase su uso para acidular 
parcialmente la roca fosfórica, dado que según se reporta las eficiencias agronómicas puede llegar 
a ser las mismas. 
 
De los resultados obtenidos se pueden plantear modificaciones en el esquema de solubilización. 
Por ejemplo al renovar el medio de cultivo para impedir la inhibición de A. thiooxidans, puede 
producirse mayor cantidad de ácido. También se pueden plantear reactores de lecho empacado o 
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